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Ps =n Archiv ftir Mikrobiologie 


steht Originalarbeiten und Sammelreferaten aus dem Gesamtgebiet der pflanzlichen Mikro- 


organismen offen. Arbeiten, die nur praktischen Zwecken dienen, scheiden aus, waihrend im 


itbrigen alle wissenschaftlichen Fragen aus ,reinen* und nangewandten® Gebieten beriick- 


sichtigt werden sollen. 


Die Zeitschrift erscheint zur Erméglichung raschester Veroffentlichung zwanglos in einzeln — ; 


berechneten Heften; mit etwa 40 Bogen wird ein Band abgeschlossen. 


Der Autor erhilt einen Unkostenersatz yon RM 20.— fiir den 16seitigen Druckbogen, jedoch ~ 


im Hochstfalle RM 30.— fiir eine Arbeit. Von der Schriftleitung angeforderte sigan. werden 
mit RM 100.— fiir den Druckbogen honoriert. 

Es wird ausdriicklich darauf aufmerksam gemacht, daf mit der Annahme des Manuskriptes 
und seiner Verdffentlichung durch den Verlag das ausschlieBliche Verlagsrecht fiir alle Sprachen 


und Linder an den Verlag iibergeht, und zwar bis zum 31. Dezember desjenigen Kalender- 


jahres, das auf das Jahr des Erscheinens folgt. Hieraus ergibt sich, da8 grunds&tzlich nur 
Arbeiten angenommen werden kiénnen, die yorher weder im Inland noch im Ausland ver- 
dffentlicht worden sind, und die auch nachtriiglich nicht anderweitig zu yerdffentlichen der 
Autor sich verpflichtet. 

Bei Arbeiten aus Instituten, Kliniken usw. ist eine Erklirung des Direktors oder eines 
Abteilungsleiters beizufiigen, dai er mit der Publikation der Arbeit aus dem Institut bzw. 
der Abteilung einverstanden ist und den Verfasser auf die Aufnahmebedingungen aufmerksam 
gemacht hat. 


Die Mitarbeiter erhalten von ihren Arbeiten 40 Sonderdrucke unentgeltlich. Weitere 160 Exem- 
plare werden, falls bei Riicksendung der 1. Korrektur bestellt, gegen eine angemessene Ent- — 
’ schidigung geliefert. Dariiber hinaus gewiinschte Exemplare miissen zum Bogennettopreise 


berechnet werden. Mit der Lieferung von Dissertationsexemplaren befaft sich der Verlag 
grundsatzlich nicht; er stellt jedoch den Doktoranden den Satz zur Verfiigung zwecks An- 
fertigung der Dissertationsexemplare durch die Druckerei. 


Alle Manuskripte und Anfragen sind an den nachgenannten Herausgeber zu richten: | ‘ 
Professor Dr. A. Rippel, Géttingen, Albrechtstrapge 6. 


Springer-Verlag ona, Berlin W 9. 
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(Aus dem Pflanzenphysiologischen Institut der Deutschen Karls-Universitat 
: in Prag.) 


Uber das Wirkstoffbediirfnis heterotropher Algen. 
Ill. Mitteilung: 
Aneurin als Wachstumsfaktor fiir Polytomeen. 
Von 
Karl Ondratschek. 
- (Eingegangen am 19. April 1941.) 


¥ 

Im Anschluf an zwei vorangegangene Mitteilungen (Ondratschek 1940, 
1941 b) wurde das Wirkstoffbediirfnis von insgesamt 14 Polytoma-Arten 
untersucht. Uber einige Arten liegen bereits vorlautige Mitteilungen anderer 
Autoren vor; so hat Pringsheim 1937 die Notwendigkeit von ,,Glucose- 
karamel fiir Polytoma uvella behauptet, wahrend Lwoff und Dusi 1937 
den EinfluB von Aneurin und seiner Komponenten Thiazol und Pyrimidin 
auf die Vermehrung einiger Polytoma-Arten untersuchten. Letztgenannte 
Autoren kamen zu folgendem Ergebnis: Polytoma uvella und P. obtuswm 
sind in ihrer Vermehrung von keinem Wirkstoff abhangig, P. ocellatwm 
und P, caudatum var. astigmatum besitzen die Fahigkeit zur Synthese des 
Pyrimidin, benétigen aber Thiazol. Lwoff und Dusi haben nun aber mit 
Asparagin als Stickstoffquelle gearbeitet und wie bereits friiher (Ondratschek 
1940, 1941b) gezeigt werden konnte, besitzt selbst ein als ,,purissimum‘ 
bezeichnetes Asparaginpraparat, falls es nicht einer besonderen Reinigung 
unterworfen wird, einen gentigend groBen Wirkstoffgehalt, um die Ver- 
mehrung gewisser Flagellaten zu erméglichen, so daB die Ergebnisse von 
‘Lwoff und Dusi in dieser Beziehung nicht unbedingt zuverlassig sein mtissen. 
Ein Wirkstoffbediirfnis ist unserer Meinung erst dann sicher nachzuweisen, 
wenn mit moglichst einfach zusammengesetzten, chemisch besonders 
gereinigten Praparaten an die Untersuchung herangetreten wird. Auf den 
,,Wuchsstoff‘‘ Pringsheims (Glucosekaramel) soll hier nicht naher ein- 
gegangen werden. Untersuchungen iiber den vermehrungsfordernden Einflu8 
von Stoffen, deren chemische Zusammensetzung unklar und infolge der 
Herstellungsweise niemals konstant ist, k6nnen unsere Kenntnisse kaum 
férdern. 

In den Jahren 1938 bis 1940 konnte eine Anzahl von Polytoma- 
Stémmen isoliert und in bakterienfreier Reinkultur gewonnen werden. 
Von insgesamt 27 reingeziichteten Stammen erwiesen sich 14 als ver- 
schiedenen Arten zugehérig. Ihre morphologischen Eigenschaften 
wurden in einer eigenen Arbeit (Ondratschek 1941a) behandelt, die sich 
mit der Analyse der Variabilitéat dieser Arten befaBt. Die Ergebnisse 
der genannten Arbeit erméglichen uns auf verhaltnismaBig leichte 
Weise die Heranziichtung eines Zellgemisches, von dem jede einzelne 
Zelle sich in einem definierten Lebenszustand, und zwar dem ,.Normal- 
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zustand“, befindet. Solche Kulturen lieferten das Ausgangsmaterial 
zur Beimpfung der Versuche. 


In der eben genannten Arbeit wurde gleichzeitig die Abhangigkeit der 
Vermehrung aller vorhandenen Polytoma-Stamme von der Wasserstoff- 
ionenkonzentration festgestellt und fiir jede einzelne Art die fiir die Ver- 
mehrung giinstigste Reaktion, bezogen auf unsere Nahrlésung L 25, auf- 
gezeigt. Die 14 hier untersuchten Polytoma-Arten kénnen nach ihrer Zu- 
gehérigkeit zu einem bestimmten optimalen py-Bereich in nachstehende 


drei Gruppen eingeteilt werden: 


Gruppe A: pu 6,5 + 0,2: P. ocellatum, P.angustum, P.curvatum, P, 
papillatum. 

Gruppe B: py 7,0 + 0,2: P. Pascheri, P. obtusum, P.caudatum. ' 

Gruppe C: py 7,5 + 0,2: P. uvella, P. majus, P. minus, P. coniformis, 
P. tetraoleare, P.dorsiventrale, P. cylindraceum. 


Beziiglich der Versuchsanstellung sei auf die erste Mitteilung dieser 
Arbeitenreihe hingewiesen, wo alle nétigen Einzelheiten in ausfthrlicher 
Weise dargestellt wurden. 


Nachstehend soll lediglich eine Aufstellung aller hier untersuchter 
Polytoma-Arten gegeben werden. Im Verlaufe der vorliegenden Arbeit 
sollen der EKinfachheit halber die hier angegebenen Varietatenbezeich- 
nungen weggelassen werden. Es sei jedoch betont, daB die aufgezeigten 
Eigenschaften nur fiir die hier untersuchten Varietaten und nicht fiir 
die ganze Spezies Giiltigkeit haben. 


Polytoma uvella sensu strictu Ehrenberg 

.minus Pascher 

. obtusum Pascher var. stigmata Ondratschek 
majus Pascher var. astigmata Ondratschek 
angustum Pascher 

caudatum Korschikoff var. astigmata Provasoli 
papillatum Pascher 

cylindraceum Pascher 

. ocellatum Francé 

tetraoleare Pascher var. astigmata Ondratschek 

. dorsiventrale Pascher var. astigmata Ondratschek 
. Pascheri Moewus 

. curvatum Ondratschek 

. coniforme Ondratschek. 


Soto ta ty tty ty ty ty ty ty 


Vorversuche. 
1. Einflu8 der Impfmenge auf den Ernteertrag. 
So wie bei allen bisher untersuchten Flagellaten war auch hier als 
erstes die Untersuchung des Einflusses der Menge der in ein bestimmtes 
Nahrlésungsvolumen eingetragenen Zellen auf die Héhe des Ernte- 


ertrages vorzunehmen. 


Zu diesem Zweck wurde die Nahrlésung L 25 in je 10 cem in Roéhrehen 
abgefiillt und naeh der Entkeimung jeweils einige Réhrchen mit 0,01, 0,05, 
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0,1 oder 0,5 ecm einer Zellaufschwemmung der einzelnen naher zu priifenden 
Stamme beimpft. Jeder Versuch wurde dreimal durchgefiihrt, wobei von 
zwei zu zwei Tagen durch mehrfache Bestimmung die Or ganismendichte 
in der Volumeneinheit festgestellt wurde. Nach 12 Tagen wurde die Ver- 
suchsreihe abgebrochen. 

Die bei der letzten, am 12.Tage vorgenommenen Bestimmung 
gefundenen Zahlen sind in Tabelle I zusammengestellt, wobei jede 
einzelne einen Mittelwert aus 30 Einzelbestimmungen darstellt. Das 
Ergebnis zeigt, daB die Menge der zur Beimpfung eines Versuchs ver- 
wendeten Zellaufschwemmung fast keinen Einflu8 auf die Hohe des 
Ernteertrages ausiibt. 


Tabelle I. Einflu8 der Impfmenge auf den Ernteertrag. 
(Zellzahl/emm/12 Tage.) 


Impfmenge 
Polytoma-Stiaimme 

0,01 ccm | 0,05 com | 0,1 com 0,5 ecm 
JES ORANGY wes patent POOR SDR RACES, Sor Ree 2450" 1h 2390 2420 | 2480 
EM OCCLIOLU NO cas topos as Siete ele si s7 9 aps 2610 | 2580 2640 | 2600 
RIG USVUNMU A Anas oie sie reeesT alee ei 2150-2210 9 21901-2220 
EPEC ULI BOLUNG, Wiss the crc ek oe 1900 | 1980 | 1980 1950 
© CCN ps Re ten eats: ea 2050 | 2000 | 2080 2020 
LE, TEGES Cans oe ee Oe 2450 | 2410 2480 2500 
IPs GROSS, ae Ae OI Ee 2360 2380 2350 2500 
ARO OLS O. Miomatca ia asin cneiaten ake. teas 2020 | 2980 2050 2060 
PIMCONUOLING 1 en a ie okie ae 2050 | 2060 2020 2050 
LE. OPDIGEITIUIULS © hoe ROD ony Oe: 2020 2050 1980 2000 
IP GROOI ZR TID Oe eee 2310 2380 2290 2340 
EGO SUUCIUT AIG Mirvawta ee Wels © sc)eue ate 1950 | 2020 2000 2050 
POULINGTECEUWIO™ 4. scie ora tehes 5 sober 2510 2490 2500 2530 
JES GANDA V DOE) eeokes ae Oe oe 2480 | 2450 | 2480 2500 


2. Untersuchung der Wirkstoffbediirftigkeit. 


Eine groBere Anzahl Erlenmeyerkolben von 300 ccm Fassungsver- 
mogen wurden mit je 250 ccm der Nahrlésung L 25 beschickt, zur halben 
Anzahl der Kolben 10-5% Aneurin hinzugefiigt, die Reaktion durch vor- 
sichtigen Zusatz von n/50 HCl oder NaOH dem Optimalbereich der be- 
treffenden Polytoma- -Art genahert, sterilisiert und schlieBlich mit je einem 
Tropfen eines im Normalzustand befindlichen Zellgemisches beimpft. 
Die Versuche standen 15 Tage hindurch im Thermostaten bei 25°C und 
wurden dann zur Bestimmung des Erntetrockengewichtes verwendet. 

Es zeigte sich auch hier wiederum die bei anderen Organismen 
bereits bekannte Tatsache, daB Pepton Vaillant geniigend Wirkstoffe 
besitzt, um den Bedarf heterotropher Flagellaten zu decken. Wir sehen 
in allen Fallen, da® die vitaminfreien Kulturen eine nahezu gleich grofe 
Erntemenge liefern wie die aneurinhaltigen. 

Die Versuche wurden nun dahingehend abgeandert, daB das zur 
Verwendung gelangende Pepton Vaillant durch Ausschiitteln mit 


ran 
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Carboraffin weitgehend von Wirkstoffen befreit wurde. Die Versuche 
wurden im iibrigen in der bereits oben geschilderten Weise angestellt. 
Nach 15 Tagen wurden die Trockengewichtsbestimmungen vor- 
genommen. Sie hatten, wie Tabelle II zeigt, bei den einzelnen Arten 
ein véllig verschiedenes Ergebnis. In den aneurinfreien Kulturen war 
der Ernteertrag in allen Fallen sehr gering, die mit einem Zusatz von 
Aneurin durchgefiihrten Ziichtungsversuche hatten bei P. angustwm, 
P.curvatum, P.obtusum, P.coniforme, P.caudatum und P. dorsi- 
ventrale ein positives Ergebnis, waihrend bei den iibrigen Arten der 
Ernteertrag gering blieb. Vergleichen wir jedoch nicht die erzielten 
Erntegewichte, sondern die einzelnen Vermehrungsfaktoren, so sehen 
wir, daB diese in allen Fallen betrachtlich sind. Das bedeutet, daB 
auch in jenen Fallen, wo aneurinhaltige Versuche ein nur geringes 
Trockengewicht hervorbrachten, die Aneurinwirkung an sich in fast 
normalem Mae vorhanden ist. 


Tabelle II. Pepton Vaillant und Aneurin. 
(Mittelwerte in mg/250 cem/15 Tage.) 


Pepton Vaillant 

Polytoma:Stamtue lt unbehandelt mit Kohle geschiittelt 

i} i | , = mi ohne f 

| aneete / derek Faktor Ree “amearbe | Faktor 
P.wwella .)... | 1195 | - 114,2 1,05 6,2 0.2 31,0 
P.ocellatum... 142.6742 26a 1,05 4,1 0,1 41,0 
P.angustum. 101,2 | 96,4 1,05: |) 10235 1,8 59.6 
P. curvatum... 82.6 S02 1303) cit 80:2 125 ous 
P. majus ..... 96,5 | 96,1 1,01 5,8 0.2 29.0 
P. Paschert-... 103;6) se 00s 1,03 9,2 0,5 | 18,4 
P. minus ..:.. S126: ee z9.5 1,03 4,8 0,2 24,0 
P.obtusum ... DLO Me TTS Oe lame 108 | 120,2 2.3 52,2 
P. coniforme .. 106,2 95,2 TASS) 96.5 1,6 60,3 
P.caudatum .. 96:25 | 2 86.6 1,11 | 105.1 ae 50,0 
P. tetraoleare .. 120,89 a) 1 IO.6 1,05 6,2 0.3 be 203 
P. dorsiventrale 105,5 | 92,8 1,09 96.5 1:69 Sie GOrs 
P. cylindraceum 115.2 Se 290i6 1,19 sz 0,2 | 26,0 
P. papillatum . 119,6 114,] 1,05 4,2 0,1 | 42,0 


Es erscheint vorerst unerklarlich, aus welchem Grunde in den 
genannten acht Fallen der Aneurinzusatz ein verhaltnismaBig geringes 
Trockengewicht bewirkte, waihrend im Gegensatz hierzu in den iibrigen 
sechs Fallen die Trockensubstanzproduktion in derart gesteigertem 
Mae vor sich ging. Bevor diese Erscheinung niaher untersucht werden 
sollte, erschien es zweckmakig festzustellen, ob sie nur bei dem kom- 
plexen und in seinem chemischen Bau unklaren Pepton Vaillant auftritt, 
also eine Eigenschaft dieser Substanz ist, oder ob es sich dabei um ein 
kennzeichnendes Merkmal der betreffenden Organismenarten handelt. 
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Zur Feststellung dieser Frage wurden ahnliche Versuche wie oben 
geschildert einmal mit technisch reinem Asparagin’ und einmal mit 
Ammonnitrat ,,pro analysi‘ durchgefiihrt. 


Die Versuche mit Asparagin zeigten die bei Pepton Vaillant ge- 
fundenen Tatsachen noch deutlicher. Wie aus Tabelle III ersichtlich 
ist, lieferten die aneurinfreien Ziichtungsversuche in acht Fallen iiber- 
haupt keine Ernte, wahrend in den sechs weiteren Fallen die Ernte- 
mengen nur rund 3 mg/250 cem/12 Tage betragt. Der Aneurinzusatz 
bewirkt in den ersten acht Fallen eine geringe, in den weiteren sechs 
Fallen eine rund 20mal so groBe Vermehrung, doch bleiben die er- 
zielten Ernteertrage wesentlich hinter den mit Pepton Vaillant her- 
vorgebrachten zuriick. Die Versuche mit Ammonnitrat blieben in 
allen Fallen ergebnislos, es trat iiberhaupt keine Vermehrung ein. 


Tabelle IIT. Asparagin (technisch rein) als Stickstoffquelle fiir 


Polytoma. 
(Mittelwerte aus drei Bestimmungen in mg/250 cem/15 Tage.) 
Potyioma-Stimme Rites Wes Polytoma-Stémme mea | yeah 
Py avella 2 8. Le es P. obtusum.... | 16,1 | Pad 
P. ocellatum .... | tad — P.coniforme .. | 18,6 | 230 
P.angustum ... 20,1 | 4,5 P. caudatum... || 19,5 | 2,8 
P. curvatum .... 18,6 | 2.8 P. tetraoleare... | ibsil = 
DTU IUS tore = oe) «is 1,8 | — P. dorsiventrale | 23,5 | 5,1 
PePaschert™ .... 2,0" | — P.cylindraceum |) 0,8 | — 
HE SDUINUS —. ac,<%8 Onl aa — P. papillatum.. | eS es — 


Der Grund fiir dieses bisher noch nicht aufgetretene Verhalten 
kann neben vielen anderen Méglichkeiten vor allem in zwei Faktoren 
liegen: in dem Mangel an Vermehrungsfaktoren oder in dem Fehlen 
von Pseudowuchsstoffen (,,Spurenelementen“). Die erste Méglichkeit 
ist bei der Fiille der bisher als Vermehrungsfaktoren beschriebenen 
Substanzen recht schwierig nachzuprtifen, es war daher naheliegend, 
zuerst den zweiten Fall in Angriff zu nebmen, also zu untersuchen, ob 
die Ursache fiir die in acht Fallen ausgebliebene Vermehrung nicht in 
einem Mangel an Spurenelementen zu suchen ist. 

Aus friiheren Untersuchungen (Czurda, 1933, Ondratschek, 1935) war 
die Bedeutung der vom Versuchsglas an die Nahrlésung abgegebenen Stoffe 
bekannt. Es schien naheliegend, als erstes verschiedene Glassorten zu ver- 
wenden und zu priifen, ob sich hierbei die oben aufgezeigten Erscheinungen 
ebenso einstellen. Zur Verwendung gelangten Réhrchen aus den Glassorten 
Palex, Cavalir 35, Eserco und zum Vergleich Schott 20. Sie wurden mit 
Nahrlésung L 25 beschickt und in der iiblichen Weise beimpft. 

Laufende Bestimmungen der Zahl der Zellen in der Volumeneinheit 
zeigten, da® in Esercoglas die Zunahme der Zellenzahl in cmm etwas 


Soe mr 
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gréBer war als in Schottglas, Palexglas hat einen noch giinstigeren 
Einflu8 auf die Vermehrung, und Cavalirglas 35 1a8t die Ernteertrage 
mitunter bis auf das Zehnfache im Vergleich mit den in Schottglas 
angestellten Kontrollversuchen ansteigen. Einzelheiten kénnen aus 
Tabelle [IV entnommen werden. 


Tabelle IV. 
EinfluB der Glassorte auf die Vermehrung von Polytoma. 
(Zahl der Zellen im cmm/12 Tage.) 


* 


Glassorten 
Polytoma-Stéimme - 


II Palex | Cavalir 35 | Eserco Schott 20 
iB. ubedlar cart jk ks gate | 360 | 980 220 150 
POCELLAULING we has oe date ete RI ee eer I 480 | 1200 | 250 120 
RANG USLUMN Maced date hie eee || 2150 2220 | 1900 2100 
PROULUALUN Bucs os RE: Oddone. he 2020 sin 2100 ey 2050 1980 
PSUS Ere ete et ees Wopvois eee | 140 380 90 50 
RE PaSCheri eee mtonine foi. ns ee ene | 290 420 200 70 
EL DTUUNUS osc ees oes tes hed een ae 670 820 | 300 120 
PE SODtUSUIUS snk meh tote tae eae | 2050 | 2000 = 1980 2020 
PXcontl Oriente sume oa seater | 1920 | 2050 | 2000 2060 
EAR COULALUN CR on are cats 18 Ae ee ee |. 2020 | 1950 |. 1950 2030 
iP teLndolegn ek saris tears, olartn eae I 260 A me 180 140 
PS GOrS VCntr earn cce aM ieee cee te 1 -1920°> |* 1980 | 1940 | 1960 
Pe CUMMANECCUM Dy. =, «a. ceueieiasta eth 360), | 580s 200 180 
DPR MUPRATU( Ne Ole, PORES Eta ae 200 | 620. | 160 170 


Die Erklarung fiir dieses Ergebnis kann nur so sein, daB die Glas- 
sorte ,,Cavalir 35‘* ein oder mehrere lebensnotwendige Stoffe in starkerem 
Mafe an die Losung abgibt als Eserco- oder Palex- oder gar Schattglas. 
Ks lag nahe an Spurenelemente zu denken. Wie aus den in Cavalirglas 35 
angestellten Versuchen ersichtlich ist, kommt ein Mangel an Ver- 
mehrungsfaktoren nicht in Frage, es kénnen vielmehr nur anorganische 
Stoffe fehlen. 

Es wurde nun durch Zusatz verschiedener, als Spurenelemente 
beschriebener Stoffe zur Nahrldsung untersucht, welche Substanz der 
verwendeten Niahrlésung L25 fehlt. Insgesamt wurden folgende 
Elemente gepriift: Cu, Se, Mn, Zn, As, Be, Mo. Da die wirksamen 
Konzentrationen héchst verschieden sein kénnen, waren umfangreiche 
Vorversuche zur Klarung dieser Frage notwendig, Aus raumsparenden 
Griinden soll hier nicht auf jeden einzelnen Versuch eingegangen werden, 
im folgenden werden nur drei wichtige Falle zur Erlauterung des Ge- 
sagten dargestellt. Wahrend Se, As, Be und Mo iiberhaupt keinen 
Kinflu8 auf die Vermehrung nahmen, Cu sich als mitunter schon in 
sehr geringen Mengen als ziemlich giftig erwies, konnte endlich in 
Zn der Stoff gefunden werden, der bei Anwesenheit von Aneurin 
allen gepriiften Flagellaten die Vermehrung erméglichte. Zn wurde 
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dabei in der Form des Sulfats zugesetzt, und zwar in einer Menge von 
10-69 Zn. 


Wir haben hier den ersten bekannten Fall unter Flagellaten, daB 
neben einem Wachstumsfaktor im eigentlichen Sinn (Aneurin) auch ein 
Pseudowachstumsfaktor (Zink) fiir die Vermehrung unbedingt not- 
wendig ist. In Tabelle V werden einige Einzelheiten dieser Versuche 
aufgezeigt. 

Tabelle V. 


EinfluB verschiedener Spurenelemente auf die Vermehrung. 


_ (Zahbl der Zellen im cmm/12 Tage.) 


Spurenelementzusitze 
Polytoma-Stimme - 
ohne Zn 10-6 %| Cu 10-6 % | Mo 10-6 % 
12, OIG OS ee 0S ORR e450) 50 | 240 
Be SU Merc tintin 3 aches 120s he e700 207 ie e180 
2, GUGESIITO® 55 5 ea ene 2120 2240 1420. | 2240 
IPs. GERSTNER 1860 | 1980 840 19290 
PE TROGRTES eI so a en ae 80 2020 20 60 
TP, JEGUIN OTHER le Beh Sore REET 110 2500 — 120 
2S RET ELER A OAe SO ee 120 2450 40 130 
Ps CURSO VED Oe ore ees 1960 2080 960 | 2020 
LPS CORGHIORIIE Witeen 5 Se eo 1980 2000 1120 1950 
[P; QUERIES Asthn Oe Oeics Clee 2000 2120 640 2020 
12 SUSTMENCIC OT ae, Se 120 2240 20 130 
PCOTSUUCTIEN AIG ehints ainabenn es osha 1940 2020 1050 1980 
Be. CYLINGLOSEUM om oe. 2 22s pr ees 150 2480 70 200 
PO TORONG ch aye les cu ioe asses | 190 2490 50 180 


Es schien anregend, im AnschluB an diese Befunde das Bediirfnis 
farbloser Flagellaten an Spurenelementen naher zu untersuchen. 


Da die ersten Vorversuche in dieser Richtung bereits wesentliche Hr- 
gebnisse brachten, wird dieser Frage besonderes Augenmerk geschenkt. 
Umfangreiche Versuche, iiber deren Ergebnis zu einem spateren Zeitpunkt 
berichtet werden soll, sind im Gange. Hier wird nur noch auf die Frage 
nach der giinstigsten Zn-Konzentration eingegangen, weil sie erst die Voraus- 
setzungen fiir die folgenden Versuchsreihen schafft. Zur iiblichen Nahr- 
lésung L 25 wurden 10-3 bis 10-1°% Zn zugesetzt, die Lésung in Réhrchen 
abgefullt und beimpft. 


Laufende Bestimmungen der Zellenzah] im cmm zeigten, wie aus 
Tabelle VI ersichtlich ist, daB eine Konzentration von 10-8% Zn 
durchschnittlich die héchsten Ernteertrage liefert. Diese Zinkmenge 
stellt kein absolut scharfes Optimum dar, in vielen Fallen sind steigende 
Mengen bis 10-*% von gleicher Wirkung, bei einigen Polytoma-Arten 
geniigen noch 10-®%. Im weiteren Verlauf dieser Arbeit wurde durch- 
wegs 10-8% Zn zur Versuchslosung zugesetzt, da diese Menge fiir alle 
untersuchten Arten vollstandig ausreicht. 


ee ee 


> nat 
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Tabelle VI. 
EinfluB verschiedener Zinkkonzentrationenauf die Vermehrung, 
(Zahl der Zellen im ecmm/12 Tage.) 


i| Zinkkonzentration in % 

PE geht 1 10=3))" 10-4 | -10=5 | S10-65) (t6-% | 10-8 | 10-© |10-10| ohne — 
1 BRSORKUAN GIR wees thee, ote (1040 2020 2420 2500 2480 | 2519 2020) 940| 140 
Procellatwm we on.. | 1650 | 2360 | 2510 | 2760 | 2750 | 278 | 2100 | 810; 110% 
P.angustum ..... 1120 | 1940 | 2150 | 2210 | 2160. | 2200 ; 2180 | 2200 | 2080 7 
P. curvatum ..... — 980 1840 2060 2050 | 2080 | 2060 | 2040 | 2050 | 2020 — 
PAM ONUSS ice ee / 1030 1910 2010 1990 | 2000 | 2010 | 1480 | 650 40 
iB IROL MARIOS AOA | 1240 | 1890 | 2250 | 2480 | 2510 | 2520 | 2080 | 980 90 
RS MANUS. 5% oat oe: (1460 1950 2290 | 2470 2490 | 2480 1940 | 1010 80 
P. obtusum ...... | 1010 1840 1920 | 2010 | 1990 | 1980 | 1990 | 1950 | 1980 
P.coniforme ..... | 860 1860 2000 2020 2010 2050 1960 2050 | 2020 © 
P.caudatum ..... (1020 1920 1980 | 2010 | 2050 | 2030 2010 | 2030 2050 
P. tetraoleare ..... | 1460 1980 2210 | 2200 | 2220 2260 1480 450) 120 
P. dorsiventrale .. | 1080 1650 1970 | 2000 | 2030 , 2020 2050 | 2000 | 2010 
P. cylindraceum .. | 1450 1860 2250 2390 | 2410 | 2450 | 1690 | 670) 170 
P. papillatum .... | 1620 2120 2480 2450 2460 | 2500 | 1470; 910, 180 


Von den ingesamt 14 gepriiften Polytoma-Stammen erwiesen sich 
P. angustum, P. curvatum, P. obtusum, P. coniforme, P. caudatum und 
P. dorsiventrale bei Ziichtung in L 25 als von Zn unabhangig, ihnen 
gentigen wohl die entweder im Pepton enthaltenen oder vom Glas an 
die Losung abgegebenen Zinkmengen. P. uwvella, P. ocellatum, P. majus, 
P. Paschert, P. minus, P. tetraoleare, P. cylindraceum und P. papillatum 
bediirfen hingegen eines besonderen Zinkzusatzes zur Nahrlésung. 


Hauptversuche. 


1. Feststellung des Aneurineinflusses auf die Trockensubstanzbildung. 


Die nachstehend beschriebenen Versuche sollten unter Beriick- 
sichtigung der bisher aufgezeigten Verhiltnisse, vor allem des Zink- 
bedarfs, feststellen, welche Rolle das Aneurin in der Kohlenstoff-, 
besonders aber in der Stickstoffernaihrung der hier behandelten Polytoma- 
Arten spielt. Es war ebenso wie in den vorangegangenen Arbeiten fest- 
zustellen, ob Aneurin lediglich stimulierend wirkt, oder ob es in allen 
Fallen lebensnotwendig ist, so daB in seiner Abwesenheit Vermehrung 
iiberhaupt nicht eintreten kann. Wiirde dies zutreffen, dann hatten 
wir auch fiir Polytoma die Bedeutung des Aneurins als Wachstums- 
faktor nachgewiesen. 


Zu den einzelnen Versuchen muften naturgema® in ihrer Kohlen- 
stoff- und Stickstoffquelle verschieden zusammengesetzte Nahrlésungen 
verwendet werden, wobei besonders auf eine Mannigfaltigkeit der Stick- 
stoffquellen zu achten war, da diese wie bekannt mit Aneurin in be- 
sonders enger Wechselwirkung stehen. 
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Die zur Verwendung gelangenden Nahrlésungen wurden so bereitet, 
daB zu einer Grundlésung, welche die notwendigen Mineralsalze enthielt, 
verschiedene Stickstoffquellen zugesetzt wurden, wobei die Kohlenstoff- 
quelle (Acetat) im allgemeinen konstant gehalten wurde. Die Auswahl der 
Stickstoffquellen erfolgte so, da® von kompliziert zusammengesetzten 
Verbindungen wie Pepton ausgegangen und iiber Aminosauren bzw. deren 
Halbamide bis zu den einfachst gebauten anorganischen N O,- und N H,- 
Verbindungen fortgeschritten wurde. In Tabelle VII sind saémtliche Nahr- 
lé6sungen in ihrer Zusammensetzung aufgezeichnet, sowie auch deren Be- 
zeichnungen angegeben. 


Tabelle VII. Zusammenstellung der verwendeten Nahrlésungen. 


Konzentrationsangaben in % 

A ache, 0B Cc | Bey. B } | G 
Pepton Vaillant |! 0,1 = Eee aera = LTE Gl Ae 
Glykokoll a 0,1 ean riya = St ers 
Asparagin ss —- |} 0,1 Wes fuged ACES rae ae err 
NH,NO, poo aa — | 0,1 Restor — ~ 
KNO, = 5 irs = 0,1 cate ih idee 
NH,Cl — = ~- — — 0,1 pose 
N H,-Acetat } oo ee ie aes = een) <2 
Na-Acetat | 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 — 
MgSO, - 0,01 0,01 0.01 5. 0:01-4_-4: 0,01 0,01 0,01 
K, HPO, | 0,01 0,01 OOO; ORO: Ol 0,01 | -0,01 
CaCl, 0,001 0,001 0,001 | 0,001 0,001 0,001 0,001 
FeCl, 0,0001 0,0001  0,0001 | 0,0001  0,0001 | 0,0001  0,0001 


Zur Verwendung gelangten durchwegs je 250 ccm in 300 cem fassenden 
Erlenmeyerkolben. Zu jeder Nahrlésung wurden noch 10-°% Zink und 
zur halben Anzahl der Kolben tiberdies 10-°% Aneurin zugesetzt, wahrend 
die andere Halfte zur Kontrolle wirkstofffrei blieb. 


Nachstehend werden die einzelnen Versuchsreihen geschildert. 


a) Néhrlisung A (Pepton Vaillant als N-Quelle). 


Bei Verwendung eines nicht weiter vorbehandelten Pepton- 
praparates tritt ohne Aneurinzusatz in allen Fallen reichlich Ver- 
mehrung ein, falls geniigend Zink vorhanden ist. Hine zusatzliche 
Beigabe von Aneurin hat keinen ertragsteigernden Kinflu8. Die Ernte- 
mengen der in vitaminhaltigen Nahrlésungen durchgefiihrten Versuche 
sind, als Trockengewicht bestimmt, nur unwesentlich hdher als jene 
der aneurinfreien Kontrollen. Dieses Verhalten wird besonders beim 
Vergleich der berechneten Vermehrungsfaktoren deutlich. Sie bewegen 
sich zwischen 1,02 und 1,06. 


Ein wesentlich anderes Ergebnis erhalten wir, wenn die Nahr- 
lésungen durch Ausschiitteln mit Carboraffin weitgehend von Wirk- 
stoffen befreit werden. Unter diesen Umstanden ist das Trocken- 
gewicht der in aneurinfreien Versuchen erzielten Erntemengen wesentlich 
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geringer als das in vitaminhaltigen Ziichtungsversuchen erreichte. Die 


Vermehrungsfaktoren bewegen sich um 50. Immerhin miissen auch ~ 


Ponty were 


oil Uae ’ ; ‘ 
diese aneurinfreien Versuche noch etwas Wirkstoff aus dem Pepton — 


Vaillant enthalten, da die Ernteertrage trotz allem hoher sind als in 
ahnlichen Versuchen mit anderen, leichter von Wirkstoffen zu_be- 
freienden Stickstoffquellen. In Tabelle VIII sind die Ergebnisse der 
Trockengewichtsbestimmungen aller oben geschilderten Versuche zu- 
sammengestellt. 


Tabelle VIII. Pepton Vaillant als Stickstoffquelle fiir Polytoma. 


(Mittelwerte in mg/250 cem/15 Tage.) 
Ohne Vorbehandlung ui | Mit Carboraffin ausgeschiittelt 
Polytoma-Arten ; ] i : | | 
Anoutin’ sp kngnetel ©) "Sd geal Aneurin | Faktor 
7 

P.wvella ..... | 118,38 | 111,5 1,06 | 1168 | 2,1 55,5 
P. ocellatum... || 149,1 | 143,2 1,04 |} 148,9 2,5 59,5 
P.angustum .. 99-5 Tha, 1:02. Saare One 2,0 | 50%5 
P. curvatum... 79,8) 16,2 1,05 || 78,6 1,8 43,4 
P. majus ..... 102,6 98,5 1,04 || 103,9 1,9 54,7 
P. Paschert ... 98,2 |, ~96;2 1,02 - |b 2*97,5 1,5 | 64,9 
Paiinuse Vee RGoL 4 72,5 1,05 || 80,2 1,6 50,1 
P.obtusum ... 122.6 118,3 O04 i) 442} 2:3 54,0 
P.coniforme .. 100,8 | 97,5 1,03° || 100,2 1,9 52,8 
P.,caudatum .. || 102,2 | 96,9 1,06 || 103.5 2.0 51,7 
P. tetratoleare. . 116,8 | 114,] 1,02 I 119,2 23, 54,2 
P. dorsiventrale 102,6 | 100,1 1,02. j)-" 100.8). 01,9 Jousie ona 
P. cylindraceum || 121,2 | 118,3 P03 4 T2233 h-= 23 base 
P. papillatum . || 1196 | 1168 1,04 | 120.2 | 21 57,3 


Nahrlésung Zn-haltig, Ergebnis mit Tabelle II nicht vergleichbar. 


b) Ndahrlésung B (Glykokoll als N-Quelle). 


Besonderes Augenmerk war auf die folgenden Versuche mit Amino- 
sduren zu richten: Lwoff und Dusi, die einzigen, die bis jetzt den EinfluB 
von Aneurin auf die Vermehrung heterotropher Flagellaten untersucht hatten, 
verwendeten fast durchweg Aminosiiuren als Stickstoffquellen. Nun hat 
bereits Schopfer 1939 darauf hingewiesen, daB gewisse Handelsproben 
der Aminoséuren, vor allem des Asparagins, durch ihre Verunreinigungen 
wirksam sein kénnen. In einer vorangegangenen Mitteilung dieser Arbeiten- 
reihe (Ondratschek, 1940) konnte gezeigt werden, da& die iiblicherweise 
verwendeten Asparagin- und Glykokollpraparate ohne besondere Reinigung 
geniigend Wirkstoffe besitzen, um die Vermehrung heterotropher Flagellaten 
in ziemlich starkem Mae zu erméglichen. Es ist daher durchaus méglich, 
da die Ergebnisse von Lwoff und Dusi mindestens teilweise auf Verun- 


reinigungen der von ihnen verwendeten Stickstoffquellen zuriickgefithrt 
werden kénnen. 


In der vorliegenden Versuchsreihe wurden einige Glykokoll- 


praparate verschiedenen Reinheitsgrades gepriift, die dann noch durch 


besondere Reinigungsmethoden mannigfaltig abgedndert wurden. Die 
angestellten Versuche zeigten. ganz deutlich, daB z. B. die normale 
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Handelsware (in-der folgenden Tabelle IX als , technisch rein“ be- 
zeichnet) vermehrungsférdernde Stoffe in einem derartigen Ausma8 
besitzt, daB eine zusatzliche Vitaminbeigabe den Ernteertrag zwar 
gewichtsmaBig noch etwas zu erhédhen vermag, die Berechnung der 
Vermehrungsfaktoren jedoch zeigt, da die Ertragsteigerung nur 
verhaltnismaBig gering ist. Werden nach und nach immer stiarker von 
Wirkstoffen befreite Priparate verwendet, dann sehen wir ein all- 
mahliches Abnehmen der Ernteertrage der vitaminfreien Kontroll-: 
versuche, wobei andererseits die Vermehrungsfaktoren betrachtlich 
ansteigen. Das reinste von uns bereitete Glykokollpraparat liefert 
mit Aneurinzusatz rund hundertfache Ernteertrage im Vergleich mit 
den aneurinfreien Kontrollen. In Tabelle IX sind die wichtigsten 
Ergebnisse dieser Versuchsreihe zusammengestellt. 


Tabelle IX. Glykokoll als Stickstoffquelle fiir Polytoma. 
(Mittelwerte in mg/250 cem/15 Tage.) 


Reinheitsgrade 
| D 

Sere technisch rein | chemisch rein 3 SP antes teteliciort 

5 iS H Bl & Ki es a a 

#5) £8 | £ | 22/28) 2 | 82] 88] = 
PRU VOU xs. 0s tke «3% 118,2 | 18,8 | 6,28 |}116,5| 5,2 22,4 117,6| 1,3 + 90,5 
P. ocellatum ..... 146,8 | 32,6 | 4,50 142.6 8,1 17,8 |145,3 | 1,5 96,8 
Prangustum .%. .. 101,6 | 16,7 | 6,09 /|102,2 | 4,3 | 23,8 |) 99,8) 0,9 |110,9 
P. curvatum ..... 79,2 | 12,2 | 6,49 || 78,8) 3,2 | 24,6) 80,1) 0,8 |100,1 
IPS VOGHTOPS. hg eee se. WOU | 15,8 16540 i 103,1 | 4,5 22,9 || 96,9) 0,7 |107,7 
EWE SON CT Umar e ns 96,8 | 17,0 | 5,7 OSs lates maine Os ccellle Oe oulienell. 0 95,3 
P. minus ........ 80,2 | 12,5 | 6,41 || 76,8| 3,1 | 24,8] 78,3] 0,8 | 97,9 
P. obtusum..... Se LTS see 178) 6:64.91 20:05) 552: Pad a fel Maye 59) ea a4 97,1 
P. coniforme ..... 101,6 | 19,1 | 5,32 || 98,8) 4,2 23,6 || 96,5] 1,0 96,5 
P. caudatum ..... 98,9 | 18,2 | 5,44 || 96,3} 4,0 | 24,2 || 97,5} 0,9 |108,2 
P. tetraoleare ..... 106,2 | 17,0 | 6,25 ||/101,6 | 4,5 | 22,6 ||102,0| 1,1 92,8 
P. dorsiventrale .. 96,5 | 16,5 | 5,85 |} 94,2; 3,8 | 24,8 |) 92,8) 1,0 92,8 
P. cylindraceum .. ||118,6 | 19,0 | 6,25 /|116,5 | 4,8 ) 24,3 //114,2 | 1,1. |103,9 
P. papillatum .... ||121,6 | 20,1 | 6,07 |120,8| 5,4 | 22,4 ||118,6 | 1,3 91,3 


Nahrlésung Zn-haltig, Ergebnis mit Tabelle III nicht vergleichbar. 


c) Nahrlésung C (Asparagin als Stickstoffquelle). 


Die an Hand der mit Glykokoll angestellten Versuche aufgezeigten 
Verhaltnisse wurden in der folgenden Versuchsreihe auch an Asparagin 
untersucht, wobei diesen Versuchen infolge der tiberaus haufigen Ver- 
wendung von Asparagin als Stickstoffquelle fiir Ernahrungsexperimente 
an farblosen Flagellaten (siehe Loefer, 1935, Lwoff, 1932, 1937, Lwoff und 
Dusi, 1934, Pringsheim, 1937) noch eine vermehrte Bedeutung beikommt. 
Im allgemeinen gelten hier ganz ahnliche Verhaltnisse wie sie bei der 
vorigen Versuchsreihe besprochen wurden, wobei allerdings der Wirk- 
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stoffgehalt verschiedener Asparaginproben mitunter. noch bedeutend 
stirker ins Auge fallt als der verschiedener Glykokollpraparate. Ins- 
besondere sei auf die mit einem sogenannten ,,chemisch reinen Praparat 
durchgefiihrten Versuche (siehe Tabelle X) hingewiesen. Praparate 
dieses Reinheitsgrades werden allgemein fiir Ernahrungsexperimente 
verwendet, ihr Wirkstoffgehalt war bisher niemals besonders aufgefallen, 
obwohl dies namentlich bei den von Pringsheim (1937) angestellten 
‘Untersuchungen sehr naheliegend war. Dieser Autor muBte namlich 
bei den meisten seiner Versuche mit anderen Stickstoffquellen als 
Asparagin .,Wuchsstoffe (Erdabkochung, Glucosekaramel u. a.m.) 
zusetzen, um iiberhaupt Vermehrung zu bekommen. Mit Asparagin 
als Stickstoffquelle erhielt er jedoch in vielen Fallen betrachtliche 
Vermehrung ohne jeglichen Wirkstoffzusatz. Pringsheim unterlieB es 
allerdings, dieses auffillige Verhalten naker zu untersuchen. In An- 
betracht der umfassenden Bedeutung gerade des Asparagins wurden 
daher hier diese Verhaltnisse eingehend verfolgt. Es zeigte sich dabei, 
da das Asparagin besonders schwer von Wirkstoffen zu befreien ist. 
Durch wiederholtes Umkristallisieren unter Einhaltung bestimmter 
AuBenbedingungen gelingt es, ein praktisch wirkstofffreies Praparat 
herzustellen. Dieses zeigt dann eindeutig die Notwendigkeit eines 
besonderen Wachstumsfaktors, naimlich des Aneurins, ftir die Ver- 


mehrung der hier untersuchten Flagellaten. Zusammenfassend sind | 


einige der geschilderten Ergebnisse in der Tabelle X zusammengestellt. 


Tabelle X. Asparagin als Stickstoffquelle fiir Polytoma. 
(Mittelwerte in mg/250 cem/15 Tage.) 


Reinheitsgrade 
: ; , : | urissimum, 
Bhi cate \| technisch rein | chemisch rein 3 xumristallisiert 

[eg fe) cei] siecle TE ree § batsnall ad = te 

PROM Bae a ie Ee ee pete 
PPE Ca eee 112,6 | 16,8 | 6,70 ||108,5| 4,0 | 27,1 ||106,2] 1,1 | 96,6 
P. ocellatum ..... 138,1 | 28,5 | 4,85 |132,5 | 5,1 | 26,0 1126.8 | 1,2 |105,8 
P.angustum ..... 96,2 | 14,2 | 6,77 || 95,3! 3,5 | 27,2 || 90,8] 0,9 |100,9 
iP; curvatum ..... || 79,8 | 13,6 | 5,87 || 75,1 | 2,8 | 26,8 | 72,8] 0,7 |104,0 
ESTOS eet ene 90,6 | 14,1 | 6,73 || 91,5] 3,0 | 30,5 | 88,8} 0,8 |111,0 
ae Paschert ...... 100,8 | 14,8 | 6,84 || 96,2] 3,2 | 30,1 }} 92,9) 1,0 | 92,9 
UR AANA TUS I. ats eee 76,2 | 12,8 | 5,95 || 74,8] 2.6 | 28,8 || 71,0) 0,6 |118,3 
Es obtusum Vis iat ovietls 10952) | -18,58 }7,92) |) 99885 23-6) 1-277 |, 92.1 | 1-0 92,1 
P.coniforme ..... 98,2) 12,6 | 7,80 || 92,6] 3,2 | 28,9 || 93,5] 0,9 |104,0 
P.caudatum ..... 90,6 | 11,8 | 7,66 || 90,8} 3,1 | 29,3 || 84,3 0;8 105.4 
Ps tetraoleare ..... 110,2 | 12,9 | 8,55 |/106,8 | 3,8 | 28,1 100,2} 1,1 | 91,0 
P. dorsiventrale .. |,100,9| 12,5 | 8,08 || 96,8} 3,5 | 27,7 || 97,2] 1,0 | 97,2. 
ie: cylindraceum .. |121,2| 14,6 | 8,32 |116,8| 4,0 | 29,2 112.8} 1,1 |102.6 
P. papillatum .... |/120,8| 15,1 | 8,04 ||114,6| 4,1 | 28,0 1108.3} 1,1 98,6 


abi 
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d) Néhrlosung D (NH,NOs, als Stickstoffquelle ie 


Im Gegensatz zu anderen Autoren, die sich begniigten, die Aneurin- 
wirkung mittels Nahrlésungen ziemlich komplexer Zusammensetzung 
zu untersuchen, hatten wir bereits in der ersten Mitteilung den Grund- 
satz aufgestellt, daB ein véllig einwandfreier Nachweis der Notwendig- 
keit eines Wachstumsfaktors fiir die Vermehrung eines Organismus nur 
dann erbracht werden kann, wenn die zur Ernahrung dienenden Stoffe 
chemisch so einfach wie méglich gebaut sind. Wir gingen daher stets 
von komplexen Verbindungen aus und schritten iiber einfach gebaute 
organische Verbindungen bis zu den einfachsten anorganischen Stoffen, 
Der Idealfall war dann erreicht, wenn ein Aneurinzusatz zu einer Nahr- 
lésung, die neben Mineralsalzen nur die einfachste Fettsadure (Essigsiure) 
und eine einfache anorganische NH,4- oder NO;-Verbindung enthielt, 
Vermehrung erméglichte. Da es von vornherein niemals sicher war, ob 
Ammonstickstoff und Nitratstickstoff gleich gut verwertet werden 
konnen, wurde zu den ersten Versuchen stets NH,NOsz als Stickstoff- 
quelle herangezogen. So auch in der vorliegenden Versuchsreihe, die 
das folgende Ergebnis hatte. Samtliche 14 Polytoma-Arten sind imstande, 
ihren Stickstoffbedarf mit Hilfe von Aneurin aus Ammonnitrat zu 
decken. In allen Fallen ist hierzu der genannte Wirkstoff neben dem 
tblicherweise notwendigen Pseudowachstumsfaktor Zink unerlaBlich 
notwendig. In Tabelle XI sind die diesbeziiglichen Trockengewichts- 
bestimmungen aufgezeichnet. Wie aus der Tabelle ersichtlich, liefern 
die aneurinhaltigen Versuche rund 100 bis 120mal gréBere Ernte- 
ertrage als die aneurinfreien Kontrollen. 


Tabelle XI. NH,NO, als Stickstoffquelle ftir Polytoma. 
(Mittelwerte in mg/250 cem/15 Tage.) 


Trockengewicht 
Polytoma-Arten EO gels wes Faktor 
See Yeah 2 CemaehCeanedas 21 ata 
| | | 

IE CIBQRIGS cb cue ID 12058 123 s1o Fie L211 Sees) ie 111,0 
P. ocellatum... 150.6 | 148,6 149,847. 149,7 4} Is 115,2 
P.angustum .. 100.8 98,6 LOU? Ss) = 10072 0,9 111,2 
P. curvatum... 76,8 78,6 Tis) 4) SOA 0,7 110,0 
ITU] USievate oats 102,8 104,0 106,0 | 104,38 0,9 116,2 
P. Pascheri ... 92,8 95,1 93,6 | 93,8 1,0 93,8 
P.minus ..... 80,2 79,8 78.60 271955 0,8 99,3 
P.obtusum ... 125,6 128,2 126,8 | 126,9 152 105,8 
P.coniforme .. 102,5 104,2 100,9 102,5 0,9 113,9 
P.caudatum .. 96,5 98,3 97.5 97,4 0,9 108,2 
P.tetraoleare . 125,0 122.8 124,3 124,0 1,3 95,4 
P. dorsiventrale 101,6 100,2 103,1 101,6 0,8 1 Ares) 
P. cylindraceum 118,8 120,0 121,6 120,1 1,2 100,2 
P. papillatum . 116,8 114,2 115,8 115,6 ifalh 105,1 
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e) Néhrlésung E und F (NH,Cl und K NO, als Stickstoffquellen). 


Diese Versuchsreihen sollten zeigen, in welcher Weise die hier zur 
Untersuchung stehenden Polytoma-Arten imstande sind, die beiden 
Bestandteile des NH,NO3, namlich Ammonstickstoff und Nitrat- 
stickstoff, auszuwerten. 


Schon die ersten Versuche zeigten, da keiner der 14 Polytoma- 
Stamme seinen Stickstoffbedarf aus dem Nitrat zu decken vermag. 
Nitrate sind als Stickstoffquellen fiir Polytoma Arten auch bei Zusatz 
von Wirkstoffen und Spurenelementen nicht geeignet, die Vermehrung 
herbeizufiihren. Anders liegen die Verhiltnisse bei NH,Cl. Hier 
zeigen sich im allgemeinen ahnliche Erscheinungen wie bei NH,N Os, 
doch bewegen sich die Vermehrungsfaktoren stets unter 100. Wieder- 
holte Versuche zu verschiedenen Zeitpunkten schlieBen die Méglichkeit 
aus, daB es sich hierbei um eine Versuchszufalligkeit handeln kann. 
Der Unterschied zwischen den Vermehrungsfaktoren von NH,NO3 
und NH,Cl ist, so gering er auch absolut sein mag, stets konstant. 
Das scheint seinen Grund darin zu haben, da die bei der Verwendung 
’ von NH,Cl nach und nach freiwerdenden Cl-Ionen einen schadlichen 
Einflu8 auf die Zellen ausiiben, wahrend dies bei den, durch den Abbau 
von NH,NOs zuriickbleibenden NO;-Ionen nicht der Fall zu sein 
scheint. Aus diesem Grunde werden die weiteren Versuche dieser 
Arbeit mit NH,N Og als Stickstoffquelle durchgefiihrt, obwohl nur der 
eine Bestandteil (N H,) ausgewertet werden kann. In Tabelle XII sind 
die mit NH,Cl erzielten Ergebnisse zusammengestellt. 


Tabelle XIT. NH,Cl als Stickstoffquelle fiir Polytoma. 
(Mittelwerte in mg/250 cem/15 Tage.) 


Trockengewicht i 
; \| 
Polytoma-Arten mit Aneurin a ie eee ohne || Faktor 

Versuch | Versuch Versuch | Mittel es 

Nr. 39 Nr. 104 Nr. 258 
P.uvella ...., 112,64 120,24.) 118.0) 4) -111,8 1,2 93,2 
P. ocellatum... || 135,8 | 136,0 136,9 4° 136,2 1,4 97,2 
P.angustum .. || 89,6 91,2 88,8 89,9 0,9 99,9 
P. curvatum... Tpertst er) 80,0 | 80,8 80,7 0,9 89,7 
P.majus ..... 96,1 | 95,6 93,8 95,2 11 86,6 
P, Pascheri :.. || 98,2 96,8 98,5 97,8 1,1 88,9 
P. minus ..... i 76,1 75,8 77,0 76,3 0,9 84,8 
P.obtusum ... 110,8 112,6 111,6 (GRU: 1,2 93,2 
P. coniforme .. || 96,5 | 98,1 96,8 97,1 1,0 97,1 
P.caudatum .. 100,1 | 99,2 101,2 100,2 Gi 91,2 
P. tetraoleare . . 119,6 | 116,8 118,2 118,2 L3 90,9 
P. dorsiventrale 90,2 | 91,7 89,2 90,4 11 82,3 
P.cylindraceum| 119.6 | 1182 | 1199 | 1192 | 12 99,3 
P. papillatum . || 1148 | 1165 | 1162 | 1158 | 12 | 965 


wor 
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f) Nahrlésung G (N H,-Acetat als Kohlenstof/- und Sticksto f{quelle). 


So wie in friiheren Arbeiten sollte auch hier gepriift werden, ob 
Polytoma imstande ist, seinen Kohlenstoff- und Stickstoffbedarf aus 
emer Verbindung, namlich aus Ammonacetat zu bestreiten. Unter den 
in der ersten Mitteilung (Ondratschek, 1940, S. 251) geschilderten Voraus- 
setzungen, namlich Verwendung eines frischen Praparats und Zusatz 
eines n/30 Phosphatpuffers sowie nur kurzer Sterilisation der Nahr- 
lésung bei 100°C im Dampftopf erméglicht Ammonacetat bei An- 
wesenheit von Aneurin die Vermehrung von Polytoma, wie Tabelle XIII 
zeigt. Wenn Lwo/ff, 1938, entgegengesetzte Ergebnisse hatte, so liegt 
dies sicherlich, wie wir bereits 1940 aufzeigen konnten, nur an dem 
von Lwoff verwendeten Praparat. 


Tabelle XIII. Kohlenstoff- und NH,-Acetat als Siickatott quell. 
fir Polytoma. 


(Mittelwerte in mg/250 cem/15 Tage.) 


Trockengewicht | 

Polytoma-Arten mit Aneurin Sees Waickor 
| : ‘ 

Se ern ee net | aaa | 
P.uvella ..... 101,6 | 96,5 | 1022 | 100,1 [oO eh eae 
P. ocellatum... 116, Siar} al Seo) _ (114,6 116,5 1,4 SE 
P.angustum .. SOs 78.6 78,8 79,2 TOR Sie 79;2 
P. curvatum... 59,8 60,2 59,9 | 60,0 0,8 || 74,9 
ETI TALS) ane 82,6 85,3 84,2 | 84,0 0,9 93,3 
P, Paschert ... 80,6 79,2 77,8 79,2 1,1 72,0 
P.minus ..... 60,1 58,6 o9,2 59,3 0,8 74,2 
P.obtusum ... 96,2 98,6 96,5 97,1 hes} Mee 7 Se 
P.coniforme .. 78,8 81,2 79,6 79,9 1,1 7237 
P. caudatum .. 80,9 78,5 81,0 80,1 1,2 66,7 
P. tetraoleare .. 101,6 99,8 102,2 101,2 1,3 77,9 
P. dorsiventrale 80,5 78,2 ris Ola 78,8 thai 71,6 
P. cylindraceum 100,2 102,6 98,9 100,6 1,3 il) 
P.papillatum . 102,8 99,8 LOG Sr lois DS; 84,6 


In Tabelle XIII fallt auf, daB die Ernteertrage durchschnittlich 
etwas hinter den mit NH,NO, und Natriumacetat erzielten zuriick- 
bleiben und da ebenso die Vermehrungsfaktoren (65 bis 80) geringer 
sind als bisher. Zahlreiche vergebliche Versuche wurden angestellt, um 
dieses Verhalten aufzuklairen, bis endlich der Grund hierfiir in folgendem 
gefunden werden konnte. 

Das verwendete Ammonacetat ist ziemlich wasserreich. Eine 
nihere Bestimmung ergab, daf es in seiner Zusammensetzung der 
Formel CH,COONH, + 10H,O ziemlich nahekommt. Bei der 
Einwaage von 0,2 % haben wir daher eine bedeutend geringere Stickstoff- 
menge vorhanden als z. B. bei einer Nahrlésung mit 0,1% NH,Cl. 
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Wahrend im letzteren Falle der Stickstoffgehalt rund 26,2 % ausmacht, 
besitzt unser Ammonacetat nur rund 5,5% N. 0,1 g NH,Cl entspricht 
also 0,262 g N, wahrend 0,2 g unseres NH,-Acetats nur 0,11 g N be- 
sitzen. Die Differenz betragt also 0,152 ¢ N auf 100 cem Nahrlésung. 

Es wurde nun eine neue Lésung derart zubereitet, dai neben 0,2 % 
Ammonacetat (=: 0,11 g N/100) noch 0,058 % NH,Cl (= 0,152 g N/100) 
zugesetzt wurden, zusammen also die gleiche Stickstoffmenge wie bei 
Verwendung von 0,1 °4 NH,Cl. Die mit dieser neuen Lésungskombina- 
tion angestellten Versuche lieferten tatsichlich die erwarteten Ergebnisse. 


Wie Tabelle XIV zeigt, bewegen sich die Ernteertrage in der gleichen — 


Hohe wie die mit Nahrlésung F erzielten. Ebenso entsprechen die 
Vermehrungsfaktoren einander. 


Tabelle XIV. NH,-Acetat als Kohlenstoff- und Stickstoffquelle 
fiir Polytoma. Stickstoffmenge durch NH,Cl vermehrt. 


(Mittelwerte in mg/250 cem/15 Tage.) 


1| Trockengewicht 
Polytoma-Arten ! Zz mit Aneurin ohne Faktor 

| Versuch | Versuch |§ Versuch | s = ist 

| Nr.62 | Nr.109 | Nr.147 | Mitel Mittel 
Py yvella \, am. |). 121,8 LES Gide GL 222 120,9 ~ || Lei 109,9 
P. ocellatum... || 151,6 147,2. | 145,8 | 148,2. | 1,3 || 114,0 
P.angustum .. | 96,8 101,2 98.6 98,9 0,9 | 109,9 
P. curvatum... TSO. sab me Ie 15,7 0,7 ‘|| :108,2 
PLMAGUS Sine | 102.8 98,6 100,2 100.5 0,9 111,8 
P. Paschert ... || 96,2 94,8 97,1 96,0 0.9 106.8 
P. minus ..... ee 181.0 S02 78.6 79,9 O47 ee A? 
P. obtusum ... || 122,2 | 119,8 | 121,6 121,2 Lect Pet 
P. coniforme .. | 96,2 95,8 | 98,9 97,0 0,9 || 102,8 
P.caudatum .. 102.6 105,8 | 104,0 104,1 1,0 | 104,1 
P. tetraoleare .. || 121,0 11356)e5)e ey Oe roe Le Dan 99,2 
P. dorsiventrale | 96,1 98,6 95,6 96,8 0,9 | 107,8 
P. cylindraceum | 120,8 116,5 | 118,38 118.5 LT oS POT 
P. papillatum . || 121,6 122,5 20:8.) L2Ie6 V2 eile LODE 
9 


2. Abhingigkeit des Ernteertrages von der zur Verfiigung stehenden 
Nahrstoffmenge (Natriumacetat). 


Die ursichlichen Zusammenhinge zwischen Nahrstoffmenge und 
Erntetrockengewicht wurden bereits in friiheren Arbeiten an anderen 
Vertretern dieser Algengruppe untersucht (Ondratschek, 1940). Aufgabe 
der vorliegenden Versuchsreihe war es zu priifen, welchen Einflu8 
steigende Konzentrationen der einzelnen Nahrstoffe auf den Ernte- 
ertrag nehmen. Es war neben der am giinstigsten wirkenden Konzentra- 
tion auch jene festzustellen, die eben noch Vermehrung zulaBt und 
ferner jene, bei der infolge zu groBen Nahrstoffgehalts der Lésung 
bereits eine Schadigung der Zellen eintritt, so daB Zellteilungen unter- 
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bleiben. Gepriift wurde der Einflu8 steigender Mengen von Natrium- 
acetat. 


Nahrlésung D wurde mit verschiedenen Mengen von Natriumacetat 
ansteigend von 0,01 bis 5,0 % versehen und einmal zu je 10 ccm in Rohrchen, 
das andere Mal zu je 250 ccm in Kolben abgefiillt und nach der Sterilisation 
mit den verschiedenen Polytoma-Arten beimpft. Die Versuche in Réhrchen 
wurden durch drei Passagen von je 8 Tagen geziichtet. Die Versuche in 
gréBeren Lésungsmengen wurden am 15. Tage nach der Beimpfung durch 
die Bestimmung des Erntetrockengewichtes beendet. 


Die Versuche in Réhrchen mit 10 cem Lésung hatten ein ziemlich 
gleichartiges Ergebnis. Bei einem Zusatz von 0,001 °% Natriumacetat 
zur Nahrlésung teilen sich die eingetragenen Zellen des Impfmaterials 
nur einige wenige Male, eine weitere Vermehrung tritt nicht ein. Mit 
steigenden Acetat-Konzentrationen nimmt die Zahl der Zellen in der 
Volumeneinheit standig zu, bis bei einem Gehalt zwischen 0,1 und 0,25 % 
Natriumacetat in der Regel die gréBte Individuendichte erreicht ist. 
 Zwischen 0,25 und 1,0% sinkt die Zahl der Zellen im cmm etwas ab, 
ein Gehalt von mehr als 1,0% Natriumacetat wirkt hemmend auf die 
Vermehrung. 


Das Ergebnis dieser Vorversuche wurde durch drei weitere Versuchs- 
reihen erganzt, in denen die Ernteertrage quantitativ bestimmt wurden. 
Die erste in Tabelle XV wiedergegebene Versuchsreihe umfaft die- 
jenigen Polytoma-Stémme, die ihre groBte Vermehrungsintensitat bei 
Ziichtung in der Nahrlésung B bei einer Reaktion von px 6,5 aufweisen. 
Sie hatte folgendes Ergebnis: 


Tabelle XV. Abhangigkeit des Trockengewichtes von der Acetat- 
Konzentration. Polytoma-Gruppe I (px-Optimum 6,5). 


(Mittelwerte in mg/250 cem/15 Tage.) 


Natrium-Acetat Polytoma Polytoma Polytoma | Polytoma 
in % ocellatum angustum curvatum | papillatum 
2,5 -— — = = 
1,0 102,6 60,8 40,8 86,7 
0,75 106,8 88,1 46,7 "9255 
0,50 114,5 92,5 61,4 105,8 
0,25 147,1 96,3 73,2 113,9 
0,10 153,6 102,6 81,1 120,6 
0,075 150,2 94,3 76,9 108,4 
0,050 104,5 69,7 48,3 84,6 
0,025 54,3 24,6 23,2 46,3 
0,010 18,8 7,6 10,1 19,2 
0,0075 5,8 2,9 4,2 4,6 
0,0050 ie 0,8 1,8 2,2 
0,0025 0,4 ee 0,6 0,9 
0,0010 | — _ ~ — 
ohne Acetat |, = = a= Ea 


Archiv fiir Mikrobiologie. Bd. 12. 8 


108 K. Ondratschek: 


Polytoma ocellatum liefert die ersten bestimmbaren Ertrage mit 
0,0025 % Natriumacetat. Eine Steigerung der Konzentration bewirkt 
eine allmahliche Zunahme der Ertrage, bis schlieBlich bei einem Gehalt . 
von 0,075% Acetat rund 150mg Trockensubstanz/250 cem/15 Tage 
gebildet werden. Ein nur unwesentlich gr6Beres Erntegewicht liefert 
0,1°%, ebenso weicht das Ergebnis der Versuche mit 0,25 %, nur gering 
vom Durchschnitt ab. Héhere Konzentrationen bewirken ein Absinken _ 
der Ertrage, so erhalten wir mit 1,0 °% Natriumacetat nurmehr 100 mg _ 
Trockengewicht. Uber diese Konzentration hinaus wird die Vermehrung 
sehr bald gehemmt. 


Polytoma angustum hat einen etwas engeren Lebensbereich als 
P. ocellatum. Quantitativ faBbare Ernten zeigen sich erst bei 0,005 % 
Acetat, 0,1 °%, stellt hier ein ausgesprochenes Optimum dar. Im tibrigen 
gleicht das Verhalten dem von P. ocellatum. 


P. curvatum verhalt sich ebenso wie P. ocellatum. Die erste Ver- 
mehrung tritt bei 0,0025°% Natriumacetat ein, am giinstigsten wirkt 
0,1%, welches einen Ernteertrag von rund 80 mg/250 ccm in 15 Tagen 
liefert. Acetatmengen iiber 1,0 % wirken vermehrungshemmend. 

P. papillatum vermehrt sich am tippigsten bei einer Konzentration 
zwischen 0,1 und 0,25% Natriumacetat. Der Ernteertrag betragt 
hierbei 115 bis 120 mg/250 cem/15 Tage. 


Die zweite Versuchsreihe, deren Ergebnisse in Tabelle XVI zu- 
sammengestellt sind, umfaft die Arten Polytoma Pascheri, P. obtusum 
und P. caudatum, die ihr py-Optimum bei 7,0 haben. 


Tabelle XVI. Abhangigkeit des Trockengewichts von der Acetat- 
Konzentration. Polytoma-Gruppe II (px-Optimum 7,0). 


(Mittelwerte in mg/250 cem/15 Tage.) 


Natrium-Acetat in % } Polytoma Pascheri Polytoma obtusum Polytoma caudatum 
2,5 | — — — 
1,0 | 82,6 98,8 80.8 
0,75 | 86,2 103,6 94,3 
0,50 91,55 | 111,4 116,2 
0,25 102,8 123,5 122,8 
0,10 98,4 120,8 120,1 
0,075 92,6 99,3 78,9 
0,050 | 81,0 63,4 33,5 
0,025 | 46,1 17,5 16,7 
0,010 23,8 4,8 8,3 
0,0075 | 8,4 | 1,9 3,5 
0,0050 i| 2,0 1,0 0,8 
0,0025 0,9 0,4 — 
0,0010 a = a 

ohne Acetat | — — = 
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Polytoma Pascheri liefert die ersten bestimmbaren Ernteertrage 
bei einer Konzentration von 0,0025% Natriumacetat, das Optimum 
liegt mit einer Trockensubstanzbildung von 100 mg zwischen 0,1 und 
0,25 % bei Ziichtung in 250 cem Lésung und einer Kulturdauer von 
15 Tagen. : 


Polytoma obtusum hat beziiglich der Natriumacetat-Konzentration 
den gleichen optimalen Bereich wie P. Pascheri, namlich 0,1 bis 0,25 %. 
Die Erntemenge betragt hier um 120 mg/250 ccm in 15~Tagen. Kon- 
zentrationen unter 0,05 % Acetat liefern bei P. obtuswm nur verhaltnis- 
mafig geringe Ertrage. Dadurch unterscheidet sich diese Art von allen 
bisher beschriebenen. 


Polytoma caudatum hat einen etwas engeren Lebensbereich als 
P. Pascheri, die erste Vermehrung tritt bei 0,005 % Natriumacetat ein, 
ginstig wirken 0,1 bis 0,5%. Der Ernteertrag betragt hierbei rund 
120 mg /250 ccm /15 Tage. 


Die dritte Versuchsreihe, deren Ergebnisse durch Tabelle XVII 
wiedergegeben werden, umfaBt jene Polytoma-Stamme, die bei einer 
Reaktion von py 7,5 ihre giinstigsten Lebensbedingungen finden: 


Polytoma uvella beginnt sich bereits bei einer Konzentration von 
0,0025 %, Natriumacetat zu vermehren, am giinstigsten wirken Acetat- 
mengen zwischen 0,1 bis 0,5 °%, wobei ein Ernteertrag von rund 120 mg 
je 250 ccom/15 Tage geliefert wird. 


Polytoma majus verhalt sich ahnlich. Die gleichen optimalen 
Acetat-Konzentrationen liefern 100 bis 105mg Trockengewicht bei 
Zuchtung in 250 com Loésung und einer Versuchsdauer von 15 Tagen. 


Fiir Polytoma minus gilt ahnliches. 0,1 bis 0,5 % Natriumacetat 
erméglicht eine Trockensubstanzbildung von durchschnittlich 80 mg 
je 250 ccm/15 Tage. 


Polytoma coniformis hat sein Optimum bei 0,25 % Natriumacetat 
mit rund 103mg Trockengewicht/250 cem/15 Tage. 0,1 und 0,5 % 
Acetat liefern eine nur um ein geringes niedrigere Ernte. Die erste 
Vermehrung tritt hier bei 0,005 % ein. 


Polytoma tetraoleare hat ein ausgesprochenes Optimum bei 0,25 % 
mit rund 125 mg Trockengewicht /250 cem/15 Tage. Im iibrigen gleicht 
sein Verhalten vollkommen dem von P. coniformis. 


Fiir Polytoma dorsiventrale und P. cylindraceum konnte das gleiche 
Versuchsergebnis festgestellt werden. 0,25% Natriumacetat sind in 
beiden Fallen mit einem Trockengewicht von rund 100 mg/250 ccm 
je 15 Tage bzw. 120 mg/250 ccm/15 Tage am giinstigsten. 

8* 
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Tabelle XVII. Abhangigkeit des Trockengewichts von der Acetat-_ 


Konzentration. Polytoma-Gruppe III (px-Optimum 7,5). 
(Mittelwerte in mg/250 ccm/15 Tage.) 


eT 


Natrium-Acetat | Polytoma | Polytoma | Polytoma | Polytoma Polytoma | P phe P. pee é 
in % || wvella | mMajus minus | coniforme | tetraoleare wentpaie aetrneaitn 

2.5 Ta | ghpae fhe eee er 
1,0 ak Te3 89,2 | 68,9 | 76,5 | 94,5 83,5 99,5 
0,75 117,9 96,9 | 74,7 81,6 | 103,9 95,5 102,9 
0,50 | 121,3 10455" |, 80,2 4) 99.2 119,8 99,9 118,6 
0,25 |} 122.0 105,00.) 8133 102,6 | 123,2 102,9 120,2 
0,10 120,1 102,1 79,5 98,8 116,9 97,7 116,2 
0,075 87,5 96,3 44,1 80,2 88,0 54,4 90.4 
0,050 40,5 |. 68,8 |. 23,2.| 582 14533.3') 323,90 aaa 
0,025 |. 28,3 29,2 12,8 28.0 11,8 15,7 24,8 
0,010 Viral 258 9,8 9,1 9,8 4,8 4,1 12,9 
0,0075 4,7 2,2 2,5 2,8 1,0 1,3 5,1 
0,0050 1,5 0,9 1 0,5 0,2 0,3 1,3 
0,0025 0,6 0,3 | 0,3 — _ -- 0,4 
0,0010 a — | — | _ -- 

ohne Acetat | — —- | = | = —- | = 


3. Die Wechselwirkung zwischen Aneurin und Stickstoff. 


In den vorangegangenen Mitteilungen dieser Arbeitenreihe wurde 
die Wirkung verschiedener Konzentrationen von Aneurin und der 
Einflu8 der zur Verfiigung stehenden Stickstoffmenge auf den Ernte- 
ertrag in getrennten Versuchsreihen untersucht. Bei dieser Art der 
Versuchsanstellung zeigte sich bald ein gewisser versuchstechnischer 
Nachteil, und zwar insofern, als bei der Feststellung des Einflusses 
verschiedener Aneurin-Konzentrationen teilweise Versuche der erst- 
genannten Reihe (EKinfluB der Stickstoff-Konzentration) in etwas ab- 
geanderter Weise wiederholt werden muften. Bei den vorliegenden 
Untersuchungen hatte dieser Umstand einen betrichtlichen Mehr- 
aufwand an Zeit und Material zur Folge gehabt, wir entschlossen uns 
daher fiir eine Untersuchung beider Fragen in einem Zuge, was durch 
gewisse Abainderungen in der Art der Versuchsanstellung verwirklicht 
werden konnte. 


1939 hat Schopfer aufgezeigt, welcher Zusammenhang zwischen 
Aneurin, Stickstoff und Erntetrockengewicht besteht, wir konnten in 
den vorangegangenen Mitteilungen diesen Befund bestatigen und auch 
fiir die Gruppe der farblosen Flagellaten als zutreffend aufzeigen. Das 
Problem der Aneurinwirkung scheint sich somit immer mehr auf die 
Beziehungen zwischen Aneurin und Stickstoff zu konzentrieren. Wir 
haben daher die nachstehend beschriebenen Versuchsreihen durchwegs 
so angestellt, da sowohl die Aneurinmenge als auch die Stickstoff- 
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quellen in der gleichen Versuchsreihe in ihrer Konzentration variiert 
wurden. 

Samtliche Versuche wurden mit 250 ccm der Nahrlésung D durch- 
gefiihrt. Das bei unserer Versuchsanordnung notwendige Spurenelement 
Zink wurde allen Versuchen ohne Ausnahme zugesetzt, also auch den 
Kontrollen. Aneurin wurde in Konzentrationen zwischen 10-3 und 10-2° on 
gepriift, Stickstoff zwischen 10-! und 10-7%, wobei hinzugefiigt werden 
muff, daB die Angabe des Stickstoffgehalts immer in mg N erfolgt. Es 
bedeutet also z.B. 107% N, daB in der gegebenen Lésung 1 mg 
Ammonnitrat-Stickstoff in 100 cem enthalten sind und nicht etwa 1 mg 
NH,NO,. 

Die folgende Darstellung der Wechselwirkung zwischen Aneurin 
und Stickstoff bedingt infolge des zum Teil verschiedenartigen Ver- 
haltens der einzelnen Polytoma-Arten wie auch. in Hinblick auf eine 
bessere Ubersichtlichkeit eine gesonderte Behandlung der einzelnen 
Arten. Um durch eine groBe Zahlenfiille den Gang der Darstellung 
nicht zu sehr zu belasten, wird nachstehend auf die Wiedergabe aller 
Ergebnisse unserer Bestimmungen verzichtet. An drei Polytoma- 
Arten sollen die aufgefundenen Verhiltnisse in eingehender Weise 
zur Erlauterung behandelt werden, wahrend fiir die iibrigen elf Arten 
nur zwei tabellarische Ubersichten gegeben werden, welche die wichtigsten 
Ergebnisse festhalten. Sie sind so zusammengestellt, daB Tabelle X XI 
das Verhalten der einzelnen Arten verschiedenen Stickstoff-Konzentra- 
tionen gegeniiber zeigt, waihrend Tabelle XXII die Zusammenhange 
zwischen Erntetrockengewicht und der: zur Verfiigung stehenden 
Aneurinmenge bei gleichbleibendem Stickstoffgehalt behandelt. 


Polytoma uvella (Tabelle XVIIT). 


Die Versuche zeigten, daB die erste quantitativ eben faBbare Ver- 
mehrung bei einer Stickstoff-Konzentration von 10-7 % eintritt, wobei 
jedoch mindestens 10-8 % Aneurin zur Verfiigung stehen miissen. Mit 
steigender Stickstoff-Konzentration nehmen die Ernteertrage rasch an 
Trockengewicht zu, wobei gleichzeitig festgestellt werden kann, daB 
mit zunehmender Stickstoff-Konzentration immer geringere Aneurin- 
mengen notig sind, um die gleichen Ernteertrage zu erzielen. 


Am giinstigsten wirken 10-2% N, bei dieser Konzentration wird 
mit 10-8% Aneurinzusatz eine maximale Ernte erzielt. Aus Ta- 
belle XVIII ist weiter zu ersehen, daB die genannte Aneurin-Kon- 
zentration fiir samtliche der gepriiften Stickstoff-Konzentrationen op- 
timal ist. 

. Die geringste, bei optimaler Stickstoff-Konzentration noch wirk- 
same Aneurindosis betrigt 10-2%. 10-14% liefern bereits ebenso 
geringe Ertrage wie die aneurinfreien Kontrollen. 
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Tabelle XVIII. EinfluB derAneurin-und Stickstoff-Konzentration 
auf die Trockensubstanzbildung von Polytoma uvella. 
(Mittelwerte in mg/250 cem/15 Tage.) 


Aneurin- | Stickstoff-Konzentration in % 

Konzen-  _ 

ee: | 10-1 | io-2 10-3 10-4 10-5 10-6 10-7 ohne 
10? |) 118,2 | 120,7 | 92,3 | 562 | 17,6 | 2,2 0.9 ES 
10-45 We LTO. 7. 120.6 92,2 57,8. | 17,2 1.9 Ly = 
LOstereeel Lee, 121; 3i 93.6 S1,60 Vi EB,5 2,2 1.0 — 
LO Sea LLSs3 120;9 | 92,0 57,8 18,2 2D 0,9 —— 
Oa LT St? 122,0 | 95,4 56,5 18,9 2.4 1,1 = 
10-®- ||. 120.5 esa 95,3 58,2 18.8 2.8 ia are 
10=2 Ss) S01 958 121,0 94,2 55.0: 6,9 ee -- -- 
108 92 OT 43,8 34,2 2,8 — — = 
10-11 35,1 40,5 | 18,2 | 12,0 0,6 _ - 
107 13,1 12,9 9,1 235 a — — 
104 3,6 4,1 3.8 0,6 — os - — 
Tiga. | ily 155 1,0 = = = — . = 
ohne 1,3 1,4 — — = — —- }; = 


Polytoma ocellatum. 


Polytoma ocellatum vermehrt sich in geringem Mae bereits mit 
10-9% Stickstoff, jedoch sind die hierbei erzielten Ernten sehr gering, 
sie betragen nur einige Zehntel mg. Wie die Versuche mit zunehmenden 
Stickstoffmengen zeigen, stellt 0,01° N die giinstigste Konzentration 
dar. Auch 0,1°% N liefert nahezu die gleichen Ernteertrage, die mikro- 
skopische Kontrolle zeigt jedoch, daf§ sich das Zellmaterial in kurzer 
Zeit weitgehend morphologisch verandert (degeneriert). 


Die giinstigste Aneurin-Konzentration ist in allen Fallen 10-6 %, 


die erste Ertragsteigerung bemerken wir bereits bei einem Zusatz von 


10-12% Aneurin. 
Polytoma angustum. 


Polytoma angustum verhalt sich beziiglich des Zusammenhanges 
zwischen der Stickstoff-Konzentration und der Héhe des Ernteertrages 
ahnlich wie P. ocellatum, unterscheidet sich von diesem aber augen- 
fallig durch sein Verhalten verschiedenen Aneurin-Konzentrationen 
gegeniiber. 

Die bei allen Stickstoff-Konzentrationen am giinstigsten wirkende 
Aneurinmenge betrigt 10-5° . Der vermehrungsférdernde KinfluB des 
Aneurins wird bei P. angustwm aber erst bei einem Zusatz von 10-10% 
bemerkbar. 

Polytoma curvatum. 
Wie die diesbeziiglichen Versuche zeigen, tritt die erste quantitativ 


faBbare Trockensubstanzbildung bei einer verwertbaren Stickstoff- 
menge von 10~7% ein. Abweichend von den bisher beschriebenen 


Wirkstoffbediirfnis heterotropher Algen. IIT. 113 


Arten bewirkt eine Steigerung der Stickstoff-Konzentration zunichst 
keine wesentliche Erhéhung des Ernteertrages. Die zehnfache, selbst 
die hundertfache Stickstoffmenge liefern Ernten, welche sich von den 
mit 10-7 % N erzielten nicht wesentlich unterscheiden. Erst die tausend- 
fache Stickstoffmenge (10-4°%) laBt die Ernte starker ansteigen. Am 
giinstigsten ist wiederum eine Stickstoff-Konzentration von 0,01 Oh 
Wahrend bei den bisher behandelten Arten 0,1 °% Stickstoff ungefahr 
die gleiche Wirkung hatte wie 0,01 % und lediglich der Lebenszustand 
des Zellgemisches in den beiden Versuchen voneinander abwich, sehen 
wir hier, dafs 0,1 % N nicht nur eine rasche Zunahme von Degenerations- 
erscheinungen bewirkt, sondern daf diese Stickstoff-Konzentration die 
Vermehrung bereits schaidigt, was aus den absinkenden Ernteertragen 
deutlich sichtbar ist. 

Die giinstigste Aneurin-Konzentration betriégt 10-8°%, gréBere 
Aneurinzusatze bewirken keine weitere Steigerung der Trockensubstanz- 
bildung. 

Bei 10-13 % Aneurinzusatz ist eben noch eine vermehrungsférdernde 
Wirkung feststellbar, eine Beigabe von 10-14% Aneurin zur Nahrlésung 
bleibt jedoch bereits wirkungslos. Bei dieser Konzentration wird die 
gleiche Erntemenge hervorgebracht wie von den aneurinfreien Kon- 
trollen. 

Polytoma majus (Tabelle XIX). 


Die geringste, eben noch schwache Vermehrung zulassende Stick- 
stoffmenge betragt 10-8%, die giinstigste Konzentration liegt bei 
0,01% N. 0,1% N 1aBt den Ertrag in ahnlicher Weise wie bei P. cur- 
vatum wieder absinken. 


Tabelle XIX. Einflu8 der Aneurin- und Stickstoff-Konzentration 
auf die Trockensubstanzbildung von Polytoma majus. 


(Mittelwerte in mg/250 ccm/15 Tage.) 


Aneurin- Stickstoff-Konzentration in % 

Konzen- 

oe 10-1 10-2 10-3 10-4 | 10-5 10-6 10-7 ohne 

| ‘ 

Teas 93,5 99,2 80,9 ~| 39,2 18,2 4,5 2,0 = 
10-4 92,6 98,2 81,6 39,3 18,5 5,6 Yap — 
WE AWE Bess 98,9 82,1 40,8 19,3 5,9 232 — 
10-*, || 95,2 | 106.3 82,6 41.5 20,1 6,1 2,2 — 
TOmirr ine 9150 99,7 78,5 38,1 17,5 4,2 IBS — 
10-8 47,6 50,8 Se, Ke eo 1,8 0,2 cts 
10-2 ae | 29,2 18,6 6,2 Teg ON — — 
10-1 8.1 9,8 5,2 2.2 0,5 at is 
Om 0,9 1,9 1.6 8 = _ an ee 
obne 1,0 15 1,2 oe — — — -- 


Bei einer Stickstoff-Konzentration von 0,01% tritt die : erste 
Ertragsteigerung mit 10-10% Aneurin ein. 10-11% liefern nur in einigen 
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Fallen Ernteertrige, die um ein geringes hoher liegen als die der vitamin- 
freien Kontrollversuche. Die optimale Aneurindosis betraégt 10-6%. 


Polytoma Pascheri (Tabelle XXIII). 


Polytoma Pascheri ist imstande, selbst mit 10-10%, N in geringem 
Mae sein Auslangen zu finden. Eine allmahliche Steigerung der 
Stickstoffgaben bewirkt ein nur unbedeutendes Ansteigen der Ernte- 
ertrage. Erst bei einer Konzentration von 10-5 °% N nimmt die Trocken- 
substanzbildung gréBeren Umfang an. 

Fiir alle Stickstoff-Konzentrationen bilden 10~6°%, Aneurin die 
optimale Dosis. Gréfere Vitaminzusitze haben keine weitere Ertrag- 
steigerung zur Folge. Die geringste eben noch wirksame Aneurinmenge 
betragt 10-11%. 

Polytoma minus (Tabelle XX). 


Polytoma minus gleicht in seinem Verhalten P. angustum, sowohl 
was die Wirkung verschiedener Stickstoff-Konzentrationen betrifft, 
als auch in bezug auf die geringste eben noch wirksame Aneurinmenge. 
Auch hier sind 10-7° N auf der einen und 10-9% Aneurin auf der 
anderen Seite die vermehrungsbegrenzenden Faktoren. Das Optimum 
der Wirkstoffmengen liegt bei 10-4° Aneurin. 


Tabelle XX. Einflu8B der Aneurin- und Stickstoff-Konzentration 
auf die Trockensubstanzbildung von Polytoma minus. 


(Mittelwerte in mg/250 cem/15 Tage.) 


Aneurin- | Stickstoff-Konzentration in % 
Konzen- é 
tration yo=i | 10-9 [> a0-2 | do-« | doe Je aore | 10-7 | ohne 
/ | | 

: 
1Q=3 ih 8035: 81,2 05,3 22,9 8.8 2 Or ae 0:9 = 
L0=o) TiS 80\6 we eS 2ea 56,2 23,8 8,9 3\Gunie eas = 
10-5 || 76,1 79,9 51,2" |) 1936 atl fis i FSS — _ 
10-* || 40,8 | 41,4 | 36,7 | 10,2 2.3.4 -0,2 = as 
10%, Ih BRS of 8, ad a 16S ce dal Gta a x, es 
10-8 oh) 80 8,2 71% LG ps a — 
10-9 | 26 2,3 1,8 obi ir eae = os es 
10-9 |} 1,8 1,5 0,6 = - = * 
ohne ! 1,2 it — — -- _- — 


Polytoma obtusum. 


Die vorliegende Polytoma-Art verhalt sich beziiglich des Einflusses 
ansteigender Stickstoffmengen auf den Ernteertrag ziemlich gleichartig 
mit den meisten bisher besprochenen Stimmen. Immer wieder zeigt 
sich, da eine Konzentration von 10-29 N am giinstigsten wirkt. 
Héhere Konzentrationen sind auf jeden Fall ungiinstig, mégen sie nur 


zur Anhaéufung von Degenerationsstadien fiihren, oder unmittelbar den 
Ernteertrag herabsetzen. . 
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‘P. obtusum wird bereits durch 10-14 % Aneurin vermehrungs- 
fordernd beeinfluBt, wenn auch vorerst nur in entice achem Mae. Durch 
steigende Aneuringaben wird die Trockensubstanzbildung standig 
gesteigert, bis schlieBlich mit 10-8° Aneurinzusatz ein Punkt erreicht 
wird, der maximale Ernteertrage bietet. Eine steigende Aneurindosis 
dariiber hinaus bewirkt allmahlich ein geringes Abnehmen der Ernte- 
ertrage. 

Polytoma. coniforme. 


Beziiglich der Wirksamkeit steigender Stickstoff-Konzentrationen 
gleicht P. coniforme durchwegs dem durchschnittlichen Verhalten der 
bisher beschriebenen Arten. Die erste Ertragssteigerung tritt bei einem 
Aneurinzusatz von 10-9 % ein, am giinstigsten wirken 10-5 % 


Polytoma caudatum. 


Hier haben wir zum erstenmal eine Polytoma-Art vor uns, welche 
grofere Anspriiche an die zur Verfiigung stehende Stickstoffmenge stellt 
als alle bisher untersuchten Arten. Die erste Vermehrung wird erst 
durch eine Stickstoffgabe von 10-6% erméglicht, doch liefern erst 
10-4 % mit rund 18 mg/250 ccm/15 Tage einen etwas gréBeren Ernte- 
ertrag. Am giinstigsten wirken wieder 0,01 % 


Was den HinfluB verschiedener Aneurinzusatze betrifft, so zeigen 
unsere Versuche, daB 10-19% Aneurin erst eine geringe Forderung der 
Trockensubstanzbildung zur Folge haben. Am giinstigsten wirken 
10-6 %, hoéhere Gaben haben keinen weiteren ertragsteigernden HinfluB. 


P. caudatum. stellt somit die anspruchsvollste Art von allen bisher 
untersuchten Polytomeen sowohl in bezug auf die notwendige Stickstoff- 
menge als auch in ihrer Abhangigkeit von der Aneurindosis dar. 


Polytoma tetraoleare. 


Der vorliegende Stamm gleicht in seinem Verhalten einigermafen 
Polytoma caudatum. Beziiglich des Kinflusses der Stickstoff-Konzentra- 
tion auf den Ernteertrag weicht P. tetraoleare in keinem Punkt vom 
iiblichen Durchschnitt ab. Die erste wirksame Aneurinkonzentration 
liegt bei 10-12%, am giinstigsten wirken 10- 8% Aneurin. 


Polytoma dorsiventrale. 


Polytoma dorsiventrale gleicht augenfallig in seinem Verhalten dem 
Polytoma caudatum. Die Anspriiche, die an die Stickstoff-Konzentration 
gestellt werden, sind woméglich noch etwas groBer als bei P. caudatum. 
Wahrend bei diesem Stamm wenigstens in einigen Fallen durch Beigabe 
yon 10-7% N eine, wenn auch geringe Ernte erzielt werden konnte, ist 
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bei P. dorsiventrale eine Vermehrung mit Stickstoffmengen unter 16-68% 
in keinem Falle méglich. Am giinstigsten wirkt wieder 10-?% N. 


mo hy it 


Die optimale Aneurinkonzentration liegt bei 10-6 %, die eeeee noch | 


sehr geringe Ertragsteigerung tritt bei Zusatz von 10-14% Aneurin 
ein, wird jedoch erst bei 10-10° deutlich. 


Polytoma cylindraceum. 


Beziiglich der notwendigen Stickstoffmenge weicht P. cylindraceum 


vom Verhalten der meisten Polytoma-Arten nicht ab. Die erste Ver- 


mehrung beginnt mit 10-7°% N, sie nimmt mit steigenden Stickstoff- 


mengen schrittweise zu, bis schlieBlich 0,01 °%, N die starkste Trocken-_ 


substanzbildung hervorruft. 

Die Aneurinwirkung beginnt in schw acherem Mafe bereits bei 
einem Zusatz von 10-10%, ist jedoch bei 10-9°%, bereits ziemlich be- 
trachtlich. 

Polytoma papillatum. 


Die vorliegende Polytoma-Art beginnt ihre Vermehrung bereits bei 
10-8 % N und verhalt sich im tibrigen im gleichen Sinne wie dies bisher 
bei den meisten der oben besprochenen Arten aufgezeigt werden konnte. 

Beziiglich der Aneurinkonzentration zeigten die Versuche, da erst 
eine verhaltnismafig hohe Aneurin-Konzentration, namlich 10-8 °, 
erste deutlich sichtbare Steigerung des Ernteertrages zeigt. Optimal 
wirken bei diesem Stamm erst 10-4%. 


Vergleichen wir die bei der Besprechung der einzelnen Polytoma- 
Arten aufgezeigten Befunde miteinander, so kénnen wir beziiglich des 


Tabelle XXI. Abhaingigkeit des Erntetrockengewichts von der 
Stickstoff-Konzentration bei giinstigster Aneurindosis. 
(Trockengewichte in mg/250 cem/16 Tage.) 


die 


|| pe \ Stickstof{-Nonzentration in % 
Polytoma-Arten ee abo 5 Sak ah oe ia j ame 
Yn % || 10-1 | 10-2 | 10-8 | 10-4 | 10-5 | 10-6 | 10-7 | ohne N 
Be vellate tae 10-8 |120,5 |122,3| 95,3 58,2 |18,8|} 28/1, | = 
P.oceliatum ..... 10—® }149,7 | 152,9 | 94,7 | 63,9 | 24,5 6,1 | 2,0 == 
P. angustum ..... LOSE LOO 6:10] 2he73,2 ed.) Wel ese ene sel eee o - 
P.curvatum ..... 10-8) 72,7.) 81,0} 56,3 | 19,8 6 pad 1,0 _— 
PP GUS Bicones Fre 10-8 || 95,2 |106,3 | 82,6 | 41,5 | 20,1 | 6,1 2,2 — 
P. Pascheri2ae., 10-*|; 88,9) 98,9 | 76,1 | 45,2 | 21,6 | 10,2 | 3.5 _ 
Preminuseot. so. 2 10-4 ||580;6)| 82,35)°66,2") 23.8 8,9 3,6:1'0;8 — 
P. obtusum....... 10-8 |'128,3 | 129.3.) 9938 | 53,9 | 19,8 | 5,6 | 1,6 — 
P.coniforme ..... 1 10-5) 9758 |105,6:|.87,3 | 35,4 | 12,2 Sl ML 0.6 — 
P. caudatum ..>.. || 10-®}| 96,3] 98,4 | 45,9 | 18.6 4,3 12 0,2 — 
P. tetraoleare ..... 1055 1}120,6 | 12358 190,27 98,60 L124" 3.58 )elsl — 
P. dorsiventrale .. || 10-°||104,5 |105,9 | 76,2 | 20,8 | 4,6 LB meee: = 
P. cylindraceum .. || 10-*||118,2 |120,1,| 82,3 | 32,6 | 11,5 | 4,5 | 1,2 | — 
P. papillatum .... | 10-4 |/117,8 |120,6 | 92,6 | 48,7 | 23,2 | 10,1) 25 | — 
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Zusammenhanges zwischen 
der Stickstoff-Konzentra- 
tion und dem Erntetrocken- 
gewicht (Tabelle X XT) 
ziemlich einfache Verhalt- 
nisse feststellen. Mit ge- 
ringen Ausnahmen tritt die 
erste gewichtsmaBig be- 
stimmbare Trockensub- 
stanzbildung bei einem 
Stickstoffgehalt der Nahr- 
lésung von rund 10-7 % ein. 
Einige wenige Arten ptelleri 
groBere Anspriiche, andere 
sind wiederum imstande, 
auch mit geringeren Stick- 
stoffmengen eine beschei- 
dene Ernte zu liefern.. Mit 
steigenden Stickstoff-Kon- 
zentrationen nehmen in 
allen Fallen die Ernte- 
gewichte zu. Wenn auch 
die Zunahme nicht immer 
im gleichen Mae erfolgt, 
sondern oft im Verlauf der 
Ertragskurven mehr oder 
minder bedeutende indivi- 
duelle Schwankungen auf- 
treten. 

Das Verhalten der ein- 
zelnen Stamme _ verschie- 
denen Aneurinmengen ge- 
gentiber (Tabelle X XII) ist 
im Gegensatz zu den Be- 
funden bei der oben be- 
sprochenen Untersuchung 
des Einflusses verschiedener 
Stickstoffmengen auf den 
Ernteertrag nicht gleich- 
artig. Inder Tabelle X XIII 
sind fiir jede Polytoma-Art 
die giinstigste und die eben 
noch wirksame Aneurin- 


(Trockengewicht in mg/250 cem/15 Tage.) 


Abhangigkeit des Erntetrockengewichts von der Aneurin-Konzentration bei 
gleichbleibender Stickstoffmenge (0,01 % N). 


Tabelle XXII. 


Aneurin-Konzentrationen in % 


ohne N 


Jit IB 
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P. cylindraceum...... 
P. papillatum ........ 
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PRTANUS! Mae 
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Pi caudatum ©... «os 
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* : é aan 
Konzentration angegeben. Wir ersehen aus dieser Tabelle eine ein- 


fache Beziehung zwischen diesen beiden Werten: Je héher die optimale 
Aneurindosis liegt, desto gréBer muB die Aneurinbeigabe sein, welche 
die erste Steigerung der Trockensubstanzbildung verursacht. 


Tabelle XXIII. Zusammenstellung der giinstigsten und der eben 
noch wirksamen Aneurin-Konzentrationen. 


| lx pees Eb h 
| Giinstigste poi Re Giinstigste wickhasal 
Polytoma-Arten || Konzen- | Rovsens Polytoma-Arten } Konzen- Konzen- 

| tration ee || tration : 

i tration i tration 
P.uvella ....... | 10-8 | 107% | P.obtusum .... | 10-8 10-18 
P.ccellatum .... || 1078 iLO mre P.coniforme ... || 107° 10+ 
Tes CTU ESTA Ome Sunil mete LO a eel ie One P. caudatum,....9)) 105° Sin 16a 
Pe Curvaiume tan. hn lO paral eee Oma P.tetraoleare... || 10-8 10m 
PETRA US emai | 10-8 10ms” P. dorsiventrale. || 10-& | 10-™ 
PSP CSschertetee + Hee L Ome 10-4 P.cylindraceum | 10-& | 10-7 
PEMUNUS sees, ie | 10-4 Wor P. papillaium.. || 10-*, | 107§ 


4. Vergleich der Aneurinwirkung mit der von Thiazol und Pyrimidin. 


Nachstehende Untersuchungen wurden angestellt, um den Einflu8 
der Bausteine des Aneurinmolekiils auf die Trockensubstanzbildung 
der hier untersuchten 14 Polytoma-Arten festzustellen. 


Die Spaltung des Aneurinmolekiils geschah durch nachhaltiges 
Autoklavieren bei 135°C, die Trennung von Thiazol und Pyrimidin 
durch Chloroformextraktion. Naheres tiber die Durchfiithrung dieser 
Operationen kann in der ersten Mitteilung dieser Arbeitenreihe 
(Ondratschek, 1940, 8. 259) nachgelesen werden. Die Versuche wurden 
so angestellt, da8 zur Nahrlésung B Zusitze von Aneurin oder von 
Thiazol + Pyrimidin oder von Pyrimidin oder von Thiazol hinzu- 
gefiigt wurden, wobei die zugefiigte Menge des betreffenden Wirk- 
stoffes dem Optimum der jeweiligen Art (Tabelle XXIII) entsprach. 
Kine Serie von Versuchen blieb ohne Wirkstoffzusatz. 


Die nach 15- bis 18tagiger Versuchsdauer durchgefiihrten Trocken- — 


gewichtsbestimmungen hatten das in Tabelle XXIV zusammengestellte 
Ergebnis. Beim Vergleich und besonders bei der Gegeniiberstellung 
der daraus berechneten Vermehrungsfaktoren sehen wir ein ziemlich 
verschiedenartiges Verhalten der einzelnen Polytoma-Arten. 


Polytoma uvella wird in seiner Trockensubstanzproduktion von 
einem Thiazol-Pyrimidin-Gemisch ebenso geférdert wie vom komplexen 
Aneurinmolekiil. Bei alleinigem Zusatz von Thiazol zur Nihrlésung 
bemerken wir eine Abnahme des Ernteertrages von rund 50%. Dies 
bedeutet, daB P. wvella wohl auf einen Pyrimidinzusatz teilweise ver- 
zichten kann, daf jedoch das eigene Vermégen zur Pyrimidinsynthese 
gering ist. Bieten wir hingegen nur Pyrimidin, dann bleibt der Ernte- 
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ertrag sehr klein. P. wvella | 
ist also nicht imstande, aus- 2g | manannannoauma 
reichende Mengen von Thia- gout oly Ree beet et eel 
zol selbst herzustellen. Zu- | | ee 
sammenfassend kénnen wir | jet 
feststellen, daB P. wella ¢ = |&| DOSS mm Sort tet 
die Fahigkeit zur Synthese | |= nies Sea es OS = op, 
des Thiazols nahezu voll- 5 | =. DHANHArYMATRAT 
stindig, zur Bildung des 6 Mla SOSA AMSA Sas AS wos 
-Pyrimidins wenigstens teil- = 
weise verloren hat. Um y 
maximale Ernten zu er-  . | 
zielen, miissen daher beide ] | _ Lik Sed tt ob hate atta 
Stoffe geboten, werden. Oo | s/s Re ea cpap eae 
Polytoma ocellatum ver- “#18 /.| patanesoqgeonegs 
af ; io) S Hil tooirantawasaaoSoa 
haltsichvollkommengleich-  & | = HOPES Ny opted PEL POLES G8 SGN 
artig wie P. uvella. Auch g¢ z 
hier ist die Synthesefahig- & | | . ; 
keit fiir Pyrimidin  teil- 2 2 HANWHA HKRIQeooS 
weise, fiir Thiazol voll- < ea S 3 & rs S 3 S SSRSAS 
standig verlorengegangen, §& a 
so daB nur ein Zusatz von * ans) LoS LO LOSS LS 
Thiazol und Pyrimidinbew. * |) [Z| | Sa aU CAN ASS ASR” 
unmittelbar von Aneurin (3 
dem Wirkstoffbediirfnis .5 | 
restlos Geniige leistet. = ete RO INS wat ie 
oO q SODDDSTOCBAGTSCAAS 
Polytoma  angustum v : alte eae mle = 
hat, wie aus Tabelle X XIV 3 3 | DDO OD OD I AV ID © 6D DAO 
ersichtlich ist, nicht nur & S| SGNCSR SEAM AS SS. 
die Fahigkeit zur Bildung 2 iis lol gala: ick eva ae oh 
von Thiazol nahezu voll- ee ee ar Sate 
standig verloren, sondern §& an A peter nes Tie 
kann auch mit einem Thia- Ss Nf cmibestamey are etree 
zolzusatz seinen Wirkstoff- .. | ge ere ants 
bedarf nicht decken, es a ide RE es oer iayadi 
fob’ also’ auch das Ver- (2 || g 0 |i: 222 rtoipe: 
mégen zur Pyrimidinsyn- He i eit bk ie tek eee ei pa 
these. Hierin unterscheidet 2 : Si gia Reae, SO Serra: We 
sich die vorliegende Art & Lats elie wae aah Ae 
von den beiden oben be- Peeler me toes ee 
sprochenen. Ein Thiazol- ia ss § er eS es Se ss 
Pyrimidingemisch hat nahe- i ~ S uy a3 s 28 Ses = 
-zu den gleichen EHinfluB | ssssiq es S839 58 
wie Aneurin. J a aaa aaa ara al ala, a 
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Polytoma curvatum zeigt ein sehr merkwiirdiges Verhalten. Die 


berechneten Vermehrungsfaktoren sind in allen untersuchten Fallen 


nahezu gleich gro8, wobei es belanglos ist, ob das vollstandige Aneurin- — 
molekiil oder nur eines seiner Bestandteile geboten wird. Aus der 


guten Vermehrung mit Thiazol ware zu schlieBen, daB P. curvatum das 
Synthesevermégen fiir Pyrimidin noch restlos besitzt, umgekehrt 


geniigt aber auch Pyrimidin den Anspriichen vollkommen, so dab — 


hieraus auf ein Vorhandensein des Thiazolsynthesevermégens ge- 
schlossen werden kann. Wenn nun P. curvatum sowohl Thiazol als 
auch Pyrimidin selbst zu bilden imstande ist, dann ware ein Wirkstoff- 
zusatz unnétig. Wie aber aus den wirkstofffreien Kontrollversuchen 
ersichtlich ist, treten hier nur sehr geringe Erntemengen auf. Wir 
haben somit hier einen Fall, der in der Literatur unseres Wissens bisher 
noch nicht aufgetreten ist, da naimlich ein Organismus unbedingt 


eines Wirkstoffes zu seiner Vermehrung bedarf, namlich Aneurin, daB — 


er aber imstande ist, bei Vorliegen des einen Bausteines des Aneurin- 
molekiils den andern selbst zu bilden. Es ist dabei gleichgiiltig, ob 
Thiazol oder Pyrimidin geboten wird, jeweils kann der fehlende Teil 
vom Organismus selbst synthetisiert werden. 

Polytoma majus bendtigt zur Erzielung einer maximalen Trockensub- 
stanzbildung Aneurin bzw. ein Gemisch seiner Bestandteile. Die Synthese- 
fahigkeit fiir Thiazol und fiir Pyrimidin ist restlos verlorengegangen. 

Polytoma Pascheri gleicht dem eben besprochenen P. majus inso- 
fern, als maximale Ernten nur mit Aneurin bzw. einem Thiazol-Pyrimidin- 
gemisch erzielt werden kénnen, unterscheidet sich von diesem jedoch 
dadurch, da der Zusatz von Thiazol oder von Pyrimidin in bescheidenen 
Grenzen gewisse Ernteertriige hervorbringt. 

Polytoma minus bedarf des vollstandigen Aneurinmolekiils. Der 
Zusatz eines Thiazol-Pyrimidingemisches zur Nahrlésung bringt nur- 


mehr halb so grofe LErnteertrige hervor wie der Aneurinzusatz. — 


Thiazol und Pyrimidin allein sind wirkungslos. P. minus hat somit 
nicht nur die Fahigkeit zur Bildung von Pyrimidin und Thiazol ver- 
loren, sondern sogar die Fahigkeit zur Vereinigung der beiden zum 
vollstindigen Aneurinmolekiil wenigstens teilweise eingebiiBt. 

Polytoma. obtusum verhalt sich fast genau so wie P. curvatum, nur 
mit dem Unterschied, daB ein Thiazol- oder Pyrimidinzusatz bei 
P. obtusum um rund 40 % niedrigere Ernteertrage hervorbringt als beide 
zusammen. Die Fahigkeit zur Bildung von Pyrimidin oder Thiazol 
ist also bei Vorhandensein jeweils der anderen Substanz noch vorhanden, 
doch in schwacherem Mae als bei P. curvatum. 

Polytoma coniforme benétigt Aneurin bzw. Thiazol und Pyrimidin. 
Die Fahigkeit zur Pyrimidinbildung ist noch in geringem Ma8e vor- 


handen, die Fahigkeit zur Thiazolbildung hingegen weitgehend ver- . 


lorengegangen, 
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Polytoma caudatum besitzt in ziemlich starkem MaBe das Ver- 
mogen zur Pyrimidinbildung. Ein Thiazolzusatz bringt Ernten hervor, 
‘die sich von denen mit Aneurinzusatz erzielten nur wenig unterscheiden. 
Die Fahigkeit zur Thiazolsynthese ist dagegen in starkem Mage ver- 
lorengegangen. 

Polytoma tetraoleare bendtigt Aneurin bzw. dessen beide Bausteine. 
Die Fahigkeit zur Pyrimidinbildung ist teilweise noch vorhanden, zur 
Thiazolsynthese restlos verlorengegangen. 

Polytoma dorsiventrale gleicht in seinem Verhalten dem eben be- 
sprochenen P. tetraoleare mit dem Unterschied, da8 sich in geringem 
Ma8e noch ein Vermégen zur Thiazolbildung zeigt. 

Polytoma cylindraceum verhalt sich ebenso wie dic beiden eben 
besprochenen Arten. Das Vermégen zur Bildung von Pyrimidin ist 
noch zu rund 50 % erhalten, Thiazol kann nur in sehr geringem Mabe 
selbst synthetisiert werden. 

Polytoma papillatum bendtigt zur Erzielung maximaler Trocken- 
substanzbildung das vollstandige Aneurinmolekiil. Wie aus den Ver- 
suchen mit Zusdtzen eines Thiazol-Pyrimidingemisches ersichtlich 
ist, besitzt diese Polytoma-Art zwar noch in starkem MaSe die Fahigkeit 
zum Aufbau des Aneurinmolekiils aus seinen beiden Bestandteilen, doch 
bleiben die hierbei erzielten Ernten hinter den mit Aneurin erzielten 
zuriick. Die Fahigkeit zur Bildung von Thiazol ist nahezu restlos, die 
zur Bildung von Pyrimidin in sehr starkem Mae verlorengegangen. 


Besprechung der Versuchsergebnisse. 


Die vorliegenden Untersuchungen hatten sich zur Aufgabe gestellt, 
in Fortsetzung friiherer Arbeiten die Bedeutung von Aneurin als Wirk- 
stoff fiir Flagellaten auch bei der Gruppe der Polytomeen aufzuklaren. 

Im Laufe einiger Jahre wurden insgesamt 14 verschiedene Polytoma- 
Arten isoliert. Da aus vorangegangenen Mitteilungen die Bedeutung 
des physiologischen Zustandes fiir das Versuchsergebnis bekannt war, 
muBte als erstes die Variabilitat dieser Stamme untersucht werden, 
was in einer besonderen Arbeit (Ondratschek 1941 a) geschah. Die 
Ergebnisse dieser Verdffentlichung bildeten die Grundlage fir die 

*Durchfiihrung der im Hauptteil der vorliegenden Mitteilung geschilderten 
Untersuchungen. Unsere Vorversuche zeigten ferner, daB im Gegensatz 
zu anderen Organismen (Saccharomyces, Aspergillus), jedoch in Uber- 
einstimmung mit Chilomonas und Polytomella bei Polytoma die Menge 
der zur Beimpfung eines Versuchs verwendeten Zellaufschwemmung 
keinen wesentlichen Einflu8 auf das Endergebnis nimmt. Ahnlich wie 
fiir Chilomonas hat sich auch fiir Polytoma gezeigt, daB die Anwendung 
von Versuchsbedingungen, welche eine gute Durchliiftung der Nahr- 
lésung gestatten, von Nachteil sind. Wird hingegen der Gasaustausch 
zwischen Lésung und Atmosphare durch geeignete Versuchsbedingungen 
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etwas gehemmt, so vermehrt sich Polytoma bedeutend tippiger. Auch 
hier wiederum sei auf die im Freiland beobachtete Tatsache, da8B farblose 
Flagellaten vor allem an Standorten mit geringer Sauerstofftension’ 
auftreten, hingewiesen. ; 

Nach Aufklarung dieser als Voraussetzung fiir die weiteren Versuche 
notwendigen Verhaltnisse konnte dazu iibergegangen werden, den 
Einflu8 von Aneurin auf die Vermehrung zu untersuchen. Unsere 
Vorversuche hatten ein sehr verschiedenartiges Ergebnis. Einige Arten 
schienen ohne Aneurin ihr Auslangen finden zu kénnen, andere wurden 
durch Aneurin in ihrer Vermehrung geférdert, eine dritte Gruppe 
schlieBlich vermehrte sich auch in einer aneurinhaltigen Nahrlésung 
nur unwesentlich. Eine Erklarung fiir dieses Verhalten konnte vorerst 
nicht gegeben werden. Nachdem verschiedene Méglichkeiten erwogen 
worden waren, schien es zweckmabig, vorerst zu untersuchen, ob nicht. 
der Mangel an Pseudowachstumsfaktoren anorganischer Natur (,,Spuren- 
elemente‘‘) die Ursache fiir dieses verschiedenartige Verhalten sein 
k6énnte. Eine Reihe von als Spurenelemente bekannten Stoffen wurde 
darauthin gepriift, und es konnte schlieBlich im Zink der fehlende Stoff_ 
nachgewiesen werden. Bei einem Zusatz von 10-8 % Zn zu einer aneurin-- 
haltigen Nahrlésung vermehren sich alle untersuchten Polytoma-Arten 
zufriedenstellend. 

Nach der Klarung dieser Verhaltnisse konnte an die eigentliche 
Untersuchung der Wirkung des Aneurins geschritten werden. Es zeigte 
sich, da Aneurin, in geringen Dosen angewendet, die mit organischer 
C- und N- Quelle erzielten Ernteertrage um das 80- bis 100fache zu_ 
steigern imstande ist. Bei Glykokoll und Asparagin als N- Quellen muB 
hierbei in jedem Falle eine besonders sorgfaltige Reinigung der Amino- 
sduren vorausgeschickt werden, da sonst die in diesen Praparaten’ 
enthaltenen Wirkstoffmengen das Ergebnis wesentlich beeinflussen, 
So ist es zu erkliren, dai Lwoff und Dusi 1937 in einer Nahrlésung mit_ 
0.4% Asparagin Polytoma uvella und P. obtusum ohne Aneurinzusatz 
zur Vermehrung bringen konnten. Wie Tabelle X zeigt, ist es ohne 
weiteres méglich, mit Asparagin, das keiner besonderen Reinigung 
unterworfen wurde, Polytoma zur Vermehrung zu bringen. Nach 
erfolgter Befreiung von Wirkstoffen zeigt sich jedoch auch hier ein- 
deutig die Notwendigkeit von Aneurin. Weitere Versuche zeigten, dai 
auch Ammonstickstoff ausgewertet werden kann, im Gegensatz zu 
Chilomonas jedoch nicht Nitratstickstoff. Auch NH,-Acetat ist als 
C- und N- Quelle geeignet, jedoch kénnen gréBere Ernten erst bei einer 
zusitzlichen Stickstoffgabe erzielt werden. ; 

Weitere ausgedehnte Versuche beschiftigen sich mit der Fest- 
stellung jener Nahrsalzkonzentrationen, welche die gréBten Ernte- 
ertrage hervorzubringen imstande sind. Es zeigte sich, dai 0,1 bis 
0,25% Natriumacetat als optimal zu betrachten sind. Die besten 
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Ergebnisse beziiglich der Stickstoffquelle wurden mit 0,01 % N erzielt. 
Die Mineralsalze erwiesen sich in der iiblichen Konzentration ae geeignet. 

Die Untersuchungen iiber den Zusammenhang zwischen der Aneurin- 
Konzentration und dem Erntetrockengewicht bei gleichbleibender 
(optimaler) Stickstoffquelle zeigten, daB die einzelnen Arten ein mitunter 
betrachtlich verschiedenes Aneurinoptimum haben (Tabelle XXIII), 
welches sich zwischen 10-4 und 10-8 % Aneurin bewegt. . 

Weitere Versuche zeigten, daB Aneurin in 13 von 14 Fallen durch 
eine Mischung seiner beiden Komponenten ersetzt werden kann, lediglich 
Polytoma minus verlangt das vollstandige Aneurinmolekiil, ein Zusatz 
seiner beiden Komponenten 1a8t die Ernte auf die Halfte absinken. 
Thiazol hat in einigen Fallen eine ziemliche vermehrungsférdernde 
Wirkung (P. uvella, P. ocellatum, P. obtuswm), in anderen Fallen hat 
es nahezu die gleiche Wirkung wie Aneurin (P. curvatum, P. caudatum), 
in weiteren Fallen weist es tiberhaupt keine Wirkung auf (P. majus, 
P. minus). Pyrimidin wirkt fiir P. curvatum ebenso giinstig wie Aneurin, 
fiir P. obtusum halb so gut, in den anderen Fallen ist die Wirkung mehr 
oder minder gering. 

Wie aus Tabelle XXIV, in der diese Verhaltnisse iibersichtlich 
dargestellt sind, entnommen werden kann, ist bei den einzelnen Poly- 
toma-Arten die Fahigkeit zur Synthese von Aneurin bzw. dessen Bestand- 
teilen in ganz verschiedener Weise und in verschiedenem Grade ver- 
lorengegangen. LEinzelheiten wurden in dem betreffenden Abschnitt 
auseinandergesetzt. : 

AbschlieBend kann festgestellt werden, daB samtliche untersuchten 
Polytoma-Arten Aneurin als Wachstumsfaktor bediirfen. 


Zusammenfassung. 


Es konnte gezeigt werden, daB Aneurin fiir simtliche, ein Gemisch 
seiner Bausteine Thiazol und Pyrimidin fiir die meisten Polytoma-Arten 
einen Wachstumsfaktor darstellt. Die Synthesefahigkeit fiir Pyrimidin 
und Thiazol ist in verschieden starkem Mabe verlorengegangen. 

Die optimale Aneurindosis ist fiir die einzelnen Arten verschieden 
und schwankt zwischen 10-4 bis 10-8 %. 

Fiir einige Polytoma-Arten konnte die Notwendigkeit des Zinks als 
Pseudowachstumsfaktor (Spurenelement) nachgewiesen werden. 
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(Aus dem Institut fiir Mikrobiologie der Universitat Géttingen.) 


Uber das Abfangen von Acetaldehyd 
bei Aspergillus niger. 
Von 
August Rippel und Heinrich Wiangke. 
(Eingegangen am 20. April 1941.) 


Bekanntlich vermag Aspergillus niger unter anaeroben Verhalt- 
nissen aus Zucker Athylalkohol in einer Menge von 25—33% des ver-_ 
brauchten Zuckers zu bilden (Kostychew und A fanassjewa). Im folgenden 
soll nun auszugsweise tiber einige schon Jahre zuriickliegende Versuche 
berichtet werden, deren Verdffentlichung aus auBeren Griinden nicht 
erfolgen konnte, deren Mitteilung aber in Hinsicht auf die Verschieden- 
heit biologischer Objekte von einigem Interesse sein diirfte. 


Wir untersuchten damals die Bildung von Acetaldehyd durch 
Aspergillus niger und konnten in Ubereinstimmung mit Bernhawer und 
Schin sowie Virtanen nur sehr geringe Mengen abfangen, namlich 
héchstens 2,6%, auf verbrauchten Zucker berechnet, und zwar mittels 
Natriumsulfit. OC lemme ti eignet sich weniger gut, da wir nur bis 
zu 0,4 % Aldehyd kamen. Dafi Dimedon vom Pilz zerstért wird, konnten 
wir bestatigen. Uns interessierte nun vor allem die Frage, ob unter 
den anaeroben Bedingungen der Alkoholgirung die Acetaldehyd- 
ausbeute héher sei, zumal Bernhawer und Thelen in weiteren Versuchen 
bis zu 60° der Theorie gelangten. An und fiir sich bietet allerdings, 
wie diese Antoees feststellten, die anaerobe Kultur keinen Vorteil in 
dieser Hinsicht, da die Ausbeute an Acetaldehyd noch geringer war als 
bei aerober Kultur; die angegebenen hohen Werte werden auch in 
aerober Kultur erhalten. Der eigentliche Grund zur Veréffentlichung 
ist nun die Tatsache, da bisher noch keine gleichzeitige Bestimmung 
des Alkohols durchgeftihrt wurde, wie sie von uns vorgenommen wurde. 


Der Pilz wurde auf 100 cem Néahrlésung (mit 10% Glucose) in 250er 
Erlenmeyerkolben vorgezogen; nach der geniigend starken Entwicklung 
der Pilzdecken wurde durch ein seitlich unten angebrachtes Rohr die alte 
Nahrlé6sung abgegossen und neue eingefiillt, dann 5 g feuchtes Calciumsulfit 
(= etwa 2,5g CaSO,;) hinzugefiigt, ferner CaCO, (da nach Kostychew 
schon schwach saure Reaktion die Alkoholgiirung des Pilzes vollstandig 
hemmt) und dann die Decken durch sterile Glasperlen versenkt. Alle diese 
Manipulationen wurden unter streng sterilen Bedingungen durchgefiihrt 
und nach Abbruch des Versuchs wurde mikroskopisch auf Sterilitat gepriift. 
Danach wurden die Kolben unter Wasserstoff- -Atmosphire aufbewahrt. 
Die Acetaldehyd- und Athylalkohol-Bestimmungen wurden nach den: iib- 
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lichen Verfahren vorgenommen, nachdem auf die Methoden mit reinen 
Lésungen eingearbeitet war. 

Einige Versuche hatten das folgende Ergebnis, wobei die Werte 
mit der geringsten und die mit der héchsten Ausbeute an Alkohol 
angeftihrt sind: 


Zuckerverbrauch | Acetaldehyd gef. | % Aldehyd auf Athylalkohol gef. % Alkohol auf 


g mg | Zuckerverbrauch | mg Zuckerverbrauch 
Pe hg Lin hots yh, 351.4.” Te 903 
2,01 | 4,6 0,23 | ©6241 k 80,9 


Zeit 21 bis 63 Stunden. 


Es zeigte sich also, daB bei der normal wie bei den Versuchen von 
Kostychew verlaufenden Alkoholgarung durch Aspergillus niger zwar 
Alkohol gebildet wird, aber Acetaldehyd nur in Spuren abzufangen ist. 
Zwar ist Calciumsulfit, das hier verwendet wurde, weniger geeignet fiir 
diesen Pilz, aber vollwertig fiir Hefe. AuBerdem konnten Bernhauer 
und helen unter anaeroben Verhialtnissen (Kohlenséureatmosphare) 
bei dem Pilz durch Natriumsulfit ebenfalls weniger Aldehyd abfangen 
als unter aeroben, und zwar ebenfalls nur Spuren. Somit zeigt sich, daB 
man mit Verfahren, die fiir die Hefe giiltig sind, u. U. bei Aspergiilus 
nichts erreichen kann, obwohl, was unsere Versuche ja zeigen, Alkohol 
gebildet wird. Offenbar ist die biologische Beschaffenheit der Objekte 
recht verschieden. Derartige Beobachtungen mahnen also zu groBer 
Vorsicht bei SchluBfolgerungen, die aus der Anwendung eines Verfahrens 
bei verschiedenen biologischen Objekten gezogen werden; das ist auch 
der Grund, weshalb wir auf diese, wie erwaihnt, schon jahrelang zuriick- 
liegenden Versuche noch kurz eingingen. 


Da man fiir Aspergillus wohl auch keinen anderen Weg der Bildung 
des Athylalkohols annehmen kann als iiber Acetaldehyd, so liegt die 
Ursache der besprochenen Erscheinung vermutlich in Verschiedenheiten 
der Permeabilitatsverhaltnisse der beiden Pilze, die bei Aspergillus das 
Herankommen des Sulfits an den Zymase-Komplex verhindern; man 
kénnte zwar auch an eine Oxydation des Sulfits durch Aspergillus 
denken, der ja auch, wie von Rippel gezeigt wurde, aus Cystin kraftig 
Schwefelsaéure zu bilden und selbst elementaren Schwefel zu Schwefel- 
saure zu oxydieren vermag, aber es ist kaum anzunehmen, da8 sich 
die Oxydation unter unseren streng anaeroben Bedingungen vollzogen 
hat, wiewohl das bei weiteren Versuchen zu priifen ware. Weiterhin 
kénnte man daran denken, da Sulfit durch den Pilz in ahnlicher Weise 
organisch festgelegt wird wie das von Rippel und Behr fir das Sulfat 
bzw. das Schwefelsdéure-Anion gezeigt wurde. Da dieser Vorgang in- 
dessen nicht quantitativ verlduft, so miiBte wohl noch geniigend Sulfit 
Q* 
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zuriickbleiben, daB mehr als die gefundenen Spuren von Acetaldehyd 
gebunden werden kénnten. 

Man kénnte nun daran denken, daB der Zymase-Komplex bei 
Aspergillus erst bei vélliger Zerstérung der Permeabilitatsgrenzen, also 
bei Autolyse der Zellen, frei wird, so daB das Sulfit erst dann zu dem 
Zellinnern hinzutreten kann. Denn Bernhauer und Thelen fanden das — 
Maximum der Ausbeute an Acetaldehyd erst mit zunehmendem Alter 
der Kultur: Bei Berechnung dieser Ausbeute ergab sich ein Steigen 
vom 2.—4. Tag (mit rund 20% Ausbeute) zum 4.—6, Tag (mit rund 
60 % Ausbeute); auch waren die Kulturen vor dem Zusatz von Sulfit 
bereits vorgezogen. Da indessen der Zymase-Komplex der Hefe bei der 
Autolyse zerstért wird, so ist wahrscheinlicher, da8 nicht ihr, sondern 
vorhergehenden Anderungen der Permeabilitaitsverhaltnisse die beob- 
achtete Wirkung des Sulfits zuzuschreiben ist. Man sieht, es ergeben 
sich eine Reihe von Fragen, die gelést werden miBten, bevor man die 
Rolle des Acetaldehyds als Intermediarprodukt bei Aspergillus genauer 
festlegen kann. 


In diesem Zusammenhang sei auch noch ein Versuch erwahnt, der 
zeigt, daB in Aspergillus niger auch Co-Zymase vorhanden ist, die v. Huler 
(S. 54) als bei Schimmelpilzen, wie Penicillium glaucum als nicht vor- 
handen angibt. Wir fanden z. B. folgende Zahlen an gebildeter Kohlen- 
saure, wobei der fiir die Hefe bei Ende des Versuchs gefundene Wert 
= 100 gesetzt ist: 


| | Zusatz von Kochsaft aus 
= hd. 5 Apo-Zymase aus | 
Zeit in Minuten Aspergillus Aspergillus 
allein Hefe 
| | aerob anaerob geziichtet 
es = 5 ~ 

30 0 to a SG 40 
60 0 pee 30. ae 50 80 
120 | 0 20 Sallis. 00sec 144 
150 Spur 64 || 140 170 
210 s 100 || 212 200 


Co-Zymase ist also in Aspergillus niger vorhanden. DaB die Werte 
hoher sind als fiir Hefe, mag nur daran liegen, daB die Ausgangsmengen 
fiir die Herstellung des Kochsaftes verschieden waren. Die Versuche 
sind also nur qualitativ-orientierend zu werten. 


Zusammenfassung. 


In den Kulturen von Aspergillus niger laBt sich unter den anaeroben 
Bedingungen der Alkoholgarung Acetaldehyd nur in Spuren abfangen, 
wahrend Athylalkohol in fiir den Pilz normalen Mengen gebildet wird. 
Auf verbrauchten Zucker bezogen fanden sich nur 0,23 % Aldehyd bei 
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30,9% Athylalkohol. Die Verschiedenheit gegeniiber der Hefe diirfte 
am wahrscheinlichsten auf Verschiedenheiten in den Permeabilitats- 
verhaltnissen der beiden Objekte beruhen, wenn auch noch andere 
Griinde in Frage kommen kénnen. Auf die Bedeutung derartiger 
Beobachtungen fiir die Klarstellung des Chemismus biologischer Vor- 
gange bei verschiedenen Objekten wird hingewiesen. 
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(Aus dem Carlsberg-Laboratorium, Kopenhagen.) 


Untersuchungen iiber die Wirkung von Aneurin, 
Pyrimidin und Thiazol auf Hefe. 
Von 
Niels Nielsen. 
(Eingegangen am 29, April 1941.) 


Es hat’ sich durch zahlreiche Untersuchungen ergeben, daf{ Aneurin 
fiir viele Mikroorganismen ein wichtiger Wuchsstoff ist. Einige Organis- 
men erfordern Zusatz von Aneurin selbst, waihrend andere sich mit dem 
Zusatz der beiden Komponenten des Aneurins, Pyrimidin und Thiazol, 
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begniigen kénnen, und schlieBlich finden sich einige Organismen, fiir — 


die entweder Pyrimidin oder Thiazol geniigt. Eine umfassende Ubersicht 
iiber das Verhalten der verschiedenen bis jetzt untersuchten Organismen 
in dieser Hinsicht wurde von Schopfer (1939) gegeben. 

Auch fiir Hefe hat Aneurin als Wuchsstoff groBe Bedeutung; 
indessen scheinen die Verhaltnisse hier recht kompliziert zu sein. So 
fanden wir, da Aneurin auf den im hiesigen Laboratorium benutzten 
Hefe-Stamm (C. L. 1) nur dann eine starke Wuchsstoffwirkung ausiibt, 
wenn der Nahrlésung auBerdem Biotin, f-Alanin und Asparagin- 
Glutaminsaure zugefiigt wird (Nielsen und Hartelius, 1939); Asparagin- 
’ Glutaminsiure kann auch durch Citronensdure ersetzt werden (Nielsen 
und Dagys, 1940). Ich habe nun in einigen Versuchen gepriift, ob 
dieser Hefestamm Aneurin erfordert, oder ob die beiden Komponenten, 
oder gegebenenfalls nur eine von ihnen, ausreichen, um als Wuchsstoff 
zu wirken. 


Die benutzten Pyrimidin- und Thiazol-Praparate waren 2-Methyl- 
4-amino-5-oxymethyl-pyrimidin und 4-Methyl-5-6-oxyathyl-thiazol. Sie 
wurden mir von der Firma H. Merck, Darmstadt, iiberlassen, wofiir ich hier 
meinen besten Dank aussprechen méchte. 

Die Versuche wurden in der iiblichen Weise ausgefiihrt. Die Hefe 
wurde in einer Nahrlésung geziichtet, die je Liter enthielt: 0,7 g MgSO,, 
7H,O; —1,0g KH,PO,; —0,5g NaCl; —0,4g CaCl,-6H,O — 0,6¢ 
(NH,),8O,; —0,5ceem 1% FeCl,-6H,O; — 50g Rohrzucker. Dieser 
Nahrlésung wurden ferner je Liter 0,1 Biotin und 1 mg f-Alanin zugefiigt, 
auBerdem beim ersten Versuch 100 mg Asparagin und 100mg Glutamin- 
siiture, beim zweiten Versuch 0,005 Mol Natrium-Citrat. Nach Impfung 
dieser Nahrlésung mit Hefe wurden 50 cem der geimpften Nahrlésung in 
100 cem Hrlenmeyer-Kolben iiberpipettiert, in die zuvor diejenigen Mengen 
von Aneurin, Pyrimidin oder Thiazol eingefiillt waren, deren Wirkung 
geprift werden sollte. Nachdem die Kolben 24 Stunden lang bei 25° ge- 
standen hatten, wurde in jedem von ihnen der Gehalt an Hefe-Trocken- 
substanz bestimmt, Siamtliche Versuche wurden als Doppelversuche 
durehgefiihrt ; die so gefundenen Mittelwerte sind in den Tabellen angegeben. 
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Aneurin wurde in Mengen von 5—0,5 und 0 os je 50 com zu- 
gesetzt, wahrend von Pyrimidin und Thiazol aquimolare Mengen ver- 
wandt wurden. 


Tabelle I. Nahrlésung mit 0,1 y Biotin, 1Img £-Alanin, 100 mg 
‘Asparagin und 100mg Glutaminsaure je Liter. 


mg Hefe- | | me Hefe- | 
Zugesetzt trocken- | i Zugesetzt | trocken- | 
je 50 ccm substanz je 50 ccm i substanz f 
je 50 cem | | je 50 cem | 
BigeAneurin ..’.. 420. } 17,042,836 0,027 y. Thiazol.”.. 0... 7.6%) 1,04 
0,6 x Phan. Ca | 17,1 | 2,38} 2,3 7 Pyrimidin 
| Ce ee ae ee || 16,7 | 2,32 + 2,7 y Thiazol....]'°14,8 | 2,06 
2,3 y EP erigntdiii sesso |} 14,7 | 2,04 | 0,283 y Pyrimidin 
0,23 y SADE Dons are MSs Heros 2,10 +0,27y Thiazol... | 16,0 Dace 
0, 023. y in ee eee s |) 15,6 | 2,17] 0,023 y Pyrimidin 
evant WIRZOL v2 ates «3 ie 9 1 at 10 -+- 0,027 y Thiazol. .. | 16,2 220) 
ies a DESPA MeL OL MOnE Wendin. sath te eee 


Wie man aus dem Versuch sieht, wirkt Aneurin stark wachstums- 
fordernd; mit Aneurin entsteht doppelt soviel Hefe-Trockensubstanz 
wie ohne Aneurin-Zusatz. Die Versuche bestatigen also durchaus die 
friiheren Versuche. Ferner zeigt sich, dai Pyrimidin + Thiazol in 
der gleichen Weise wirken wie Aneurin; das gleiche gilt fiir Pyrimidin 
allein. “Dagegen ergibt Zusatz von Thiazol allein tiberhaupt keine 
Wirkung. 

Indessen zeigt der Versuch auch, daB Pyrimidin, obwohl es Aneurin 
ersetzen kann, doch ein etwas geringeres Wachstum veranlaBt. Wahrend 
Aneurin maximal ein / von 2,38 ergibt, ist / bei Pyrimidin + Thiazol 
nur 2,25 und bei Pyrimidin allein nur 2,17. Ferner zeigt sich, daB 
Aneurin auch bei Zusatz gréBerer Mengen keine hemmende Wirkung 
ausiibt, wohingegen eine solche bei Zusatz groBerer Mengen von Pyri- 
midin + Thiazol oder Pyrimidin allein eintritt. 

Hierauf wurde der Versuch wiederholt, jedoch wurde der Nahr- 
loésung anstatt Asparagin und Glutaminsaure 0,005 Mol Na-Citrat 


Tabelle IT. Nahrlésung mit 0,1 y Biotin, 1 mg #-Alanin und 0,005 Mol 
: Na-Citrat je Liter. 


|| mg Hefe- mg Hefe- 
Zugesetzt trocken- f Zugesetzt trocken- f 
je 50ccm substanz je 50 ccm |) substanz | 
je 50 cem je 50 cem 
| (mata 5 = al: Lae 
Bey Ancurin .....-...: eet Meso On OLO 2a thi tz OU Westar Itasees7440) 1,01 
(igfS). 9.8 oc eye ae racing ais 15,3 || 2,22 | 2,3 y Pyrimidin 
OOD sip spite ois ong | 14,6 2,12 SEPA GD Maury Aok He a 14,2 2,06 
2 Pyrimidin Stead | 12,8 || 1,86 | 0,23 y Pyrimidin 
0,23 y ee ae kt ea 13,8 2,00 + 0,27 y Thiazol... 14,7 Dail, 
0,023 Ao Sey aes | 14,0 | 2,03} 0,023 y Pyrimidin | 
Bye Thiazol ie)... | . %1. |.1,038 +. 0,027 y Thiazol .. | Doe 2512 
; ler Ose 


eh Beis os pane 0.09: | Orer ct. acss «veces 
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zugefiigt. Im iibrigen wurde dieser Versuch in der gleichen Weise 
angestellt wie der vorhergehende. 

Der Versuch zeigt ganz das gleiche Ergebnis. Aneurin kann hin- 
sichtlich seiner Wirkung durch Pyrimidin ersetzt werden, wohingegen 
Thiazol allein keinerlei Wirkung hervorruft. 

Wie aus diesen Versuchen hervorgeht, ist der untersuchte Hefe- 
stamm autotroph in bezug auf Thiazol, wahrend er Pyrimidin nicht 
selbst synthetisieren kann; die Hefe gehért also nach der Einteilung von 
Schopfer (1939) zur Rhodotorula rubra-Gruppe. 

Obwohl die Hefe selbst Thiazol bilden kann, scheint es doch von 
Vorteil fiir sie zu sein, wenn sie diese Synthese nicht auszufiihren braucht. 
Dies geht daraus hervor, da das Wachstum mit Pyrimidin + Thiazol 
und besonders mit Aneurin erheblich besser ist als mit Pyrimidin allein. 

Schultz, Atkin und Frey (1937a, 1937b, 1938) untersuchten den 
Einflu8 von Aneurin, Thiazol und Pyrimidin auf das Wachstum und 
die Garung der. Hefe (Saccharomyces cerevisiae). Die wachstums- 
fordernde Wirkung des Aneurins konnte durch gleichzeitige Zugabe 
von Pyrimidin und Thiazol ersetzt werden, wahrend die Zugabe-von ent- 
weder Pyrimidin oder Thiazol nur eine schwache Férderung des Wachs- 
tums hervorrief. Die garungsférdernde Wirkung des Aneurins aber 
konnte durch Zugabe von Pyrimidin ersetzt werden, wahrend Thiazol 
keine Wirkung auf die Garung besaB. Ich habe die Wirkung des Aneurins 
auf die Gairung nicht untersucht. Fiir das Wachstum aber bin ich zu 
einem anderen Ergebnis gekommen, da ich gefunden habe, da8 die 
Wirkung des Aneurins fast vollkommen durch die Zugabe von Pyrimidin 
ersetzt. werden kann, wahrend Thiazol unwirksam ist. Dieser Unter- 
schied der Versuchsergebnisse ist vielleicht durch die Verwendung ver- 
schiedener Stémme verursacht. 


Zusammenfassung. 


Beidem untersuchten Hefe-Stamm (C. ZL. 1) kann Aneurin durch Py- 
rimidin ersetzt werden, Zusatz von Thiazol allein iibt keine Wirkung auf 
das Wachstum aus; der Hefestamm mu8 daher Thiazol-autotroph sein. 

Das Wachstum ist jedoch bei Zusatz von Pyrimidin + Thiazol 
etwas starker als bei Zusatz von Pyrimidin allein, und bei Zusatz von 
Aneurin noch etwas stiirker. Das Wachstum der Hefe wird offenbar 
etwas verzégert, wenn sie gezwungen wird, selbst Thiazol zu bilden. 
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(Aus dem Botanischen Institut der Technischen Hochschule Stuttgart.) 


Beitriige zur Kenntnis der Fett- und Eiweié- 
synthese bei Endomyces vernalis und einigen 
anderen Mikroorganismen*. 

Von 
Hermann Raaf. 

Mit 6 Textabbildungen. 

(Eingegangen am 22. April 1941.) 


S. Heide (1939)! hat in seinen Untersuchungen uber die Fett- 
synthese bei Hndomyces vernalis festgestellt, dal} zwischen dieser und 
der Stickstoffernahrung des Pilzes engste Beziehungen bestehen. Bei 
hohen Stickstoffgaben in der Nahrldsung werden die gebotenen Koklen- 
hydrate im aufbauenden Stoffwechsel des Pilzes im wesentlichen zur 
EiweiBbildung verwendet. Befindet sich dagegen der Stickstoff (oder 
aber der Schwefel) im relativen Minimum, so entsteht ein verhaltnis- 
maBig eiweifarmes, aber fettreiches Mycel. Je nach der Stickstoff- 
ernaihrung verhalten sich also KiweiB- und Fettgehalt des geernteten 
Pilzes umgekehrt. Diese Ergebnisse sind zwar noch kein endgiiltiger 
Beweis dafiir, legen aber die Annahme sehr nahe, da8B bei dem Aufbau 
dieser beiden physiologisch sehr wichtigen Koérper nahe Beziehungen 
unmittelbarer Art bestehen. Es kann wohl angenommen werden, daB 
bei der Umwandlung der Kohlenhydrate zu Fetten bzw. Proteinen 
eine gewisse Wegstrecke des Stoffwechsels gemeinsam durchlaufen 
wird, und daf im wesentlichen das Angebot des fiir die Aminosauren- 
und HiweiBbildung nétigen Stickstoffs dartiber entscheidet, ob ein 
vorlaufig noch unbekanntes Zwischenprodukt fiir die Eiweif- oder 
Fettsynthese verwendet wird. 


Aus einer genauen Analyse dieser Vorgange lieBe sich selbst- 
verstandlich eine sehr wesentliche Erweiterung unserer Kenntnisse 
tiber die biologische Synthese wichtiger Zellbausteine erhoffen. Auch 
A. Rippel (1940) hat erst vor kurzem darauf hingewiesen, da es not- 
wendig ist, der Fettbildung unter Beriicksichtigung aller beim Aufbau 
des Zellkérpers beteiligten Vorgange nachzugehen. 

Es war Aufgabe vorliegender Arbeit, an die Befunde von S. Heide 
ankniipfend, die Beziehungen zwischen EHiweif- und Fettstoffwechsel 


= IDM Bs 
1 Vel. vorlaufige Mitteilung von M. Steiner (1938). 
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méglichst eingehend und nach méglichst verschiedenen Richtungen hin : 
zu untersuchen. Dies schien uns nicht nur im Hinblick auf die eben — 
angedeuteten theoretischen Fragepunkte von einiger Bedeutung zu 
sein, sondern auch zur Erweiterung unserer ernahrungsphysiologischen 
Grundlagenkenntnisse, die fiir einen rationellen Weg der biologischen 
Fett- (und EiweiB-) Synthese unerlaSlich sind. 


Beziiglich der einschlagigen Literatur kénnen wir auf die Dar-_ 
stellung von S. Heide (1939) verweisen. Es wird daher im folgenden — 
nur kurz auf einige Arbeiten eingegangen, die seit der Veréffentlichung ~ 
von Heide erschienen sind und die unsere Fragestellung unmittelbar 
beriihren. Im speziellen Teil unserer Arbeit werden wir auf diejenigen 
Literaturangaben eingehen, die im jeweiligen Zusammenhang wesent- — 
lich sind. } 


Zur Frage der Fettbestimmung und Fettbildung bei Endomyces vernalis 
haben zunachst L. Reichel und W. Reinmuth (1938) sowie L. Reichel und 
O. Schmid (1939) Stellung genommen. Das von H. Haehn und W. Kintoff — 
(1926) verwendete Fettbestimmungsverfahren (Alkaliaufschlu8 nach ~ 
F’. Stockhausen) liefert nach den obigen Verfassern zu hohe Werte, weil 
offenbar ein Teil der im Aufschlu8 titrimetrisch erfaBten Saéuren nicht — 
nur aus dem Fett, sondern auch aus anderen Zellbestandteilen stammt. — 
Dies bestatigt tibrigens gewisse Bedenken in dieser Richtung, die schon 
von S. Heide (8.140) geaéuBert wurden. L. Reichel. und W. Reinmuth 
schlagen ein Verfahren vor, bei dem die Freilegung der Fettsaéuren zur 
titrimetrischen Bestimmung nicht durch Alkalischmelze, sondern durch die 
schonende Verseifung mit Ricinuslipase vorgenommen wird. Diese fermen- 
tative Spaltung wird im Atherextrakt vorgenommen. Fiir die quantitative 
Erfassung dieser Extraktion ist aber der Grad der vorhergehenden mechani- 
schen Zerkleinerung des Pilzmaterials, wie S. Heide in vollstandiger Uber- 
einstimmung mit friiheren Angaben (S. Seshan, 1935) zeigen konnte, von 
entscheidender Bedeutung. Leider machten L. Reichel und Mitarbeiter iiber 
diesen wichtigen Punkt keine niheren Angaben. Es erscheint uns nicht ganz 
ausgeschlossen, dafi manche ihrer Zahlen iiber den Fettgehalt etwas zu 
niedrig ausgefallen sind. So z, B. 8. 279, 283 (L. Reichel u. O. Schmid, 1939), 
wo von ,,fettfreiem‘* Pilz gesprochen wird, der durch Kultur auf Hefewasser 
erhalten wurde. Auch die Angabe von 0,66°% Fett (8.280) in solehem 
Kiweiimycel diirfte nach unseren Erfahrungen zu niedrig sein. L. Reichel 
und W. Reinmuth stellen beim Vergleich der Ausnutzung verschiedener 
Kohlenhydrate fest, da aus Fructose und Saccharose mehr Fett gebildet 
wird als aus Glucose. Dies ist an sich erstaunlich und steht auch im Wider- 
spruch zu den Versuchen von S. Heide, Eine nochmalige Nachpriifung ware 
sehr erwiinscht. Daf} eine Erhéhung der Glucosemengen in der Nahrlésung 
von 1,5 auf 3% eine wesentliche Steigerung des Fettgehaltes im Pilz bewirkt, 
bestatigt die Feststellungen von S. Heide iiber die Bedeutung des N : C- 
Verhaltnisses. In Bilanzversuchen finden L. Reichel und O. Schmid eine 
Fettausbeute von 21,5% der verbrauchten Glucose und von 24,8 % der 
verbrauchten Fructose. Dies sind sehr hohe Werte, besonders in Anbetracht 
der Berechnungen, welche A. Rippel (1940) mitgeteilt hat. Nach diesen 
diirfte ein ,,Fettkoeffizient‘t von 15 bis 20 etwa den erreichbaren Hochstwert 
darstellen. Vielleicht standen dem Organismus Kohlenhydratquellen aus 

, ; 
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dem der Nahrlésung zugesetzten Hefewasser zur Verfiigung, welche bei der 
Bilanzberechnung nicht erfa8t wurden. 

Sehr wesentliche Beitrage zum Chemismus der Fettbildung bringen 
die Versuche von L. Reichel und O. Schmid. Sie priiften die Assimilation 
von héheren gesattigten und ungesattigten Aldehyden, die nach der Theorie 
von H. Haehn und W. Kintoff (s. Heide) als Zwischenprodukte bei der 
Umwandlung von Zucker zu Fett in Frage kommen kénnten. Octylaldehyd 
und Decylaldehyd lieferten die entsprechenden Sauren. Im Gegensatz ZL 
den héheren gesittigten Aldehyden, wurden die hdheren ungesattigten 
Aldehyde durch Endomyces vernalis zu Sauren mit hoherer Kohlenstoft- 
atomzahl umgewandelt. Bei Hexadienal fand eine Verkettung von 3 Mole- 
kien, bei Crotonaldehyd und Acetaldol von 4 Molekiilen, bei Octatrienal 
von 2 Molekiilen statt. Die héheren Polyenaldehyde gehen dann weiter 
durch Oxydation in die entsprechenden Fettsduren tiber. Die Kondensation 
der Aldehyde soll durch ein Ferment Aldolase bewerkstelligt werden. 

Eime Synthese von Glyceriden wird mit Glycerin und Brenztrauben- 
sdure, Glycerin und Octatrienal durchgefihrt. Reinstes Glycerin liefert 
nur ganz wenig Fett. 

G. Giinther und K. F. Bonhoeffer (1939) fiihrten Versuche an Endomyces 
vernalis mit schwerem Wasser (D,O) durch. Sie verfolgten den Einbau des 
Deuteriums, des schweren Wassers, vom Substrat in das vom Pilz gebildete 
Fett. In ihren Ergebnissen sehen sie eine Bestatigung der von H. Hachn 

und W. Kintoff (1926) entwickelten Vorstellung tiber den Mechanismus der 
Fettsynthese. : 
K. Schmalfuss (1937) berichtet tber Untersuchungen zur Fettbildung 
in Leinsamen unter dem Hinflu8 von Umwelt und Ernahrung der Pflanze. 
Bei Kultur der Leinpflanzen mit verschiedenen Stickstoffgaben (in Form 
von Leunasalpeter) ergeben sich bei héheren Stickstoffmengen sowohl 
steigende Ernten, wie auch steigender prozentualer Stickstoffgehalt der 
Samen und vor allem eine, wenn auch nicht sehr betrachtliche Apnahme 
des prozentualen Olgehaltes. K. Schmalfuss fiihrt dies darauf zurick, da 
bei mangelndem Stickstoff die Pflanze auch nur eine geringe Menge, von 
EiweiBstoffen zu bilden vermag. Dafiir werden aber innerhalb gewisser 
Grenzen gréBere Mengen von Fett als Samenreservestoff produziert. Somit 
scheint eine vollige Parallele zwischen den von Heide beobachteten Be- 
ziehungen bei einem fettspeichernden Mikroorganismus und einer fett- 
- speichernden héheren Pflanze vorzuliegen. Vielleicht bestehen in dieser 
Hinsicht ganz allgemeine biochemische GesetzmaBigkeiten. 
Weiterhin brachten die Arbeiten von K. Schmalfuss Untersuchungen 
“liber die Fettzusammensetzung. Bei steigender Stickstoffdiingung wird 
ein Fett erhalten, das durch abnehmende Jod- und Rhodanzahlen, also 
durch Abnahme der Mehrfach-Bindungen gekennzeichnet ist. Die anderen 
Kennzahlen der Fette lassen ebenfalls eine Abhangigkeit von der Stickstoff- 
erndhrung erkennen. Zur Erklarung zieht der Verfasser den Wasser- und 
Warmehaushalt der Pflanze bei verschiedenen Ernahrungsbedingungen 
heran. Er bemerkt jedoch, daB dieser Deutungsversuch nur vorlaufigen 
Charakter hat und experimentell noch keineswegs gesichert ist. 

Auch bei den Mikroorganismen hangt die Fettzusammensetzung von 
den Kulturbedingungen ab. Darauf wurde von mehreren Forschern hin- 
gewiesen, so z. B. von H. Fink, H. Haehn und W. Hoerburger (1937), G. E. 
Ward und Mitarbeiter (1933), H. P. Kaufmann und O. Schmid (1938). 
Bei den fiir Mikroorganismen iiblichen Kulturbedingungen diirften wohl 
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Faktoren des Wasser- und Warmehaushaltes kaum zur Erklarung in Frage 
kommen. Eine Untersuchung der Fettzusammensetzung bei Mikroorganis- 
men in Abhangigkeit von verschiedenen, wohldefinierten Ziichtungs- 
bedingungen erscheint dringend notwendig. Sie ist in unserem Laboratorrum 
bereits in Angriff genommen. 

Als Ziel der vorliegenden Arbeit wurde die Beantwortung folgender 
Fragen in Aussicht genommen: 


1. Untersuchung der Bilanzverhaltnisse von Ausgangsmaterial und 
Endprodukten des Fett- und Eiweif-Stoffwechsels im zeitlichen 
Ablauf der Kultur. 

Untersuchungen iiber die Verwendbarkeit verschiedener kohlen- 

stoff- und stickstoffhaltiger Ausgangsprodukte fiir Wachstum, Fett- 

und Eiweifbildung mit besonderer Beriicksichtigung gewisser zur 

Eroérterung stehender Zwischenprodukte. 

3. Versuche mit Hilfe eines eigens ausgearbeiteten Permutitverfahrens 
in den intermediaren N-Stoffwechsel einzugreifen und die Stoff- 
umsetzungen unter diesen Verhaltnissen zu verfolgen. 

4, Untersuchungen iiber die Méglichkeit der Umwandlung von Fett in 

Eiwei8 bzw. umgekehrt von EiweiB in Fett durch Herstellung 

geeigneter Grenzbedingungen der Ernahrung. 

Untersuchungen tiber die Beeinflussung der Fett- und Protein- 

bildung bei anderen Organismen als bei Endomyces vernalis, dem 

ausschlieBlichen Versuchsobjekt von S. Heide. 

6. Vergleichende Untersuchungen zur Okonomie der Fett- und Fiweif- 
bildung bei einigen Mikroorganismen. 


u 


in) 


Or 


I. Methodik. 
A. Kulturverfahren. 


Bei unseren Versuchsansitzen hielten wir uns im wesentlichen an die 
Angaben von S. Heide, aus dessen Arbeit Einzelheiten der Kultur wie auch 
der Fettbestimmungsmethode zu ersehen sind. Wir verwendeten den 
gleichen Pilzstamm, Hndomyces vernalis Ludwig, der vom Institut fiir 
Garungsgewerbe in Berlin bezogen worden war. Die zur Aussaat genommene 
Pilzmasse wurde, soweit nicht anders bemerkt, im Reagensglas auf Schrag-* 
agar mit 5% Malzextrakt 5 Tage lang vorkultiviert. 

Der Pilz wurde in Petrischalen von 9em Durchmesser geziichtet. In 
die Schalen wurde je 35g grober Quarzsand (Quarz pro analysi ,,Merck*‘) 
gegeben. An dessen Stelle 1aBt sich auch Seesand verwenden. Reihen- 
versuche ergaben auf Quarz und auf Seesand gleich gutes Wachstum. Die 
feineren Seesandkérnchen bereiten jedoch gewisse Schwierigkeiten bei der 
Aberntung des Pilzmaterials. Auf die Quarzschicht kommt ein rundes 
Filtrierpapier (Schleicher d: Schiill Nr. 595). Das Hartfilter Nr. 575, mit 
dem wir nach den ersten Serien einen Versuch machten, bewahrte sich 
besonders gut. Die Pilzschicht war besser vom Filtrierpapier abzuernten, 
was bei der quantitativen Bestimmung der Pilztrockenmasse yon grofer 
Bedeutung ist. 
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Als — vielfach abgeaénderte — Grundlage fiir die Nahrl6sungen unserer 
Versuche verwendeten wir das synthetische Medium nach Woltje (A. Janke 
und H. Zikes, 1928) von folgender Zusammensetzung: 100 ccm destilliertes 
Wasser; 7,5 g Saccharose puriss. pro injekt. ,, Merck‘; 0,25 g MgSO,.7H,O 
pro analysi ,,Merck‘; 0,54g KH,PO, (nach Sérensen); 1,0 g Asparagin 
(,,Merck‘*). 

An Stelle von Saccharose puriss. wurde spater mit gleichem Erfolg 
nur noch handelsiiblicher Rohrzucker verwendet. Die Wé6ltje-Lésung mit 
obiger Zusammensetzung wird im folgenden mit Wéltje + 1/, Asparagin 
bezeichnet. Woltje 4+-1/, Asparagin oder 1/, Asparagin bedeutet die Nahr- 
lésung mit 1/,°/, Asparagingehalt und Wédltje + 1/, Harnstoff die Stamm- 
lé6sung, die aber als Stickstoffquelle eine mit 1°/, Asparagin N-gleiche 
Menge von Harnstoff enthalt (0,186 °/, Stickstoff). 

In jede Kulturschale werden 15 ccm Nahrlésung gegeben (nach ge- 
trennter Sterilisation). Die Impfung geschieht 1 Stunde nach dem AusgieBen 
der Nahrlésung in die Schalen. Von der Aussaatkultur werden fiinf bis sechs 
Platinésen in ein besonderes Rundkélbchen gebracht, in dem die Pilz- 
aufschwemmung hergestellt wird. Jede Schale wird mit 1 ccm der Auf- 
schwemmung mit steriler Pipette beimpft. Wir legten gréBten Wert auf 
eine gleichmaéBige Aussaat. 


B. Ernte und Analyse des Pilzmaterials und der restlichen Nihrlésung. 
1. Trocknung. 


Das quantitativ abgeerntete Pilzmaterial wird zweimal mit destilliertem 
Wasser ausgewaschen und zentrifugiert. Die Waschfliissigkeit wird mit der 
Restlésung zur weiteren Analyse vereinigt. Die Trocknung des Pilzmycels 
fiuhrte Heide in Glaschen durch, die an das Vakuum der Wasserstrahlpumpe 
direkt angeschlossen waren. Es lat sich jedoch auch bei ganz langsamer 
Steigerung des Vakuums nicht verhindern, da8 manchmal plétzlich Wasser 
verdampft und dabei etwas Hefe iiberschaumt. Wir fanden eine Ver- 
besserung der Trocknung in einem grofen, heizbaren Vakuum-Exsikkator 
(Schott & Gen., Jena). Ein Verspritzen des Materials tritt dabei nie ein, 
auBerdem bietet der groBe Exsikkator die Méglichkeit, zehn Glaser auf 
einmal und unter ganz konstanten Bedingungen zu trocknen. Trocknungs- 
dauer: 3 Stunden bei 70°C. Vakuum 8—10 mm Hg. 


2. Fettbestummung. 


Die Rohfettbestimmung wird durch Extraktion des getrockneten Pilz- 
materials mit wasserfreiem Ather durchgefiihrt. Die Fettbestandteile 
werden mit groBer Hartnackigkeit von der Zelle festgehalten. Auf die fiir 
den Erfolg der Fettanalysen unbedingt wesentliche, ordnungsgemaéBe 
Zerkleinerung des Pilzmaterials nach der Anordnung von S. Heide wurde 
gréBter Wert gelegt. Die Trockensubstanz wird mit bekannter Menge 
fettfreier Kieselgur im Achatmérser von Hand zerrieben. Die Extraktions- 
apparatur besteht aus sechs Soxhlet-Apparaten mit Diemroth-Kihlern. 
Das Pilzkieselgurgemisch wird vor und nach der einstiindigen Extraktion 
gewogen. Aus der Gewichtsdifferenz ergibt sich das Rohfett unserer Versuchs- 
zahlen. 

3. Stickstoffbestummung. 


Wir bedienten uns der quantitativen Mikromethode nach Kjeldahl, wie 
sie eingehend von F’. Pregl (1923) beschrieben wurde. Wir verwendeten die 
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Apparatur in der Modifikation von J. K. Parnas und R. Wagner (1921). 
Beziiglich des Indikators und kleinerer Verbesserungen der Methode sei 
auf J. K. Parnas (1938) verwiesen. 

a) Bestimmung des Stickstoffs im Trockenpilz. Zar Kontrolle wurden 
immer zwei Einwaagen von 40—60 mg von der gleichen Substanz vor- 
genommen und getrennt aufgeschlossen. Bei Pilzen, die auf stickstoft- 
reicher Nahrlésung geziichtet wurden, geniigen 20mg. Als Katalysator 
wurde 0,3g Selenreaktionsgemisch zur Schnellstickstoffbestimmung nach 
Wieninger (Merck) zugegeben. 

b) Stickstoffbestimmung in der restlichen Ndhrlésung. Die Restnahr- 
lésung wird abgegossen und der Quarzsand dreimal mit destilliertem Wasser 
(10 cem) ausgewaschen. Die Waschfliissigkeit kommt zusammen mit dem 
Waschwasser des Pilzes in ein 50-ccm-MeBk6lbchen und wird bis zur Marke 
aufgefiillt. Mit einem aliquoten Teil (10 ccm) werden zwei Parallelbestim- 
mungen durchgefiihrt. Bei groBem Zuckergehalt der Ausgangslésung 
macht sich wahrend des Aufschlusses haufig Schaéumen und Stoffen lastig 
bemerkbar. Die Zugabe von Glaskugeln erwies sich als unbrauchbar. Als 
zusatzliches Mittel zum Verhindern des StoBens verwendeten wir ,, Quarz 
porés nach Dennstedt** (Schering-Kahlbaum), der nach J. K. Parnas (1938) 
,bei der Kjeldahl-Veraschung héchstes Lob verdient*‘. Wichtig ist ferner 
eine sorgfaltige Trocknung der AufschluBkélbchen. Die zum Veraschen 


verwendete Schwefelsdure (pro analysi Merck) war praktisch ammoniakfrei. — 


Drei Blindproben ergeben 0,0003°/, Stickstoff. 

c) Kolorimetrische Ammoniakbestimmung. Als Reagentien benutzten 
wir die nach L. Winklers (1925) Vorschrift bereiteten Lésungen: 1. Nesslers 
Reagens (1,0 g Mercurijodid, 5,0 g Kaliumbromid, 2,5 g Atznatron in 25 eem 
Wasser gelést und 75 cem Wasser zugefiigt). — 2. Seignettesalz nach der 
Vorschrift von H. Miiller (1933). — 3. Natronlauge, 10°/,ig. — 4. Standard- 
lé6sung [0,0382 g Ammoniumehlorid (bei 100° C getrocknet) in 1 Liter dest. 
Wasser gelést. Toluolzusatz erhéht die Haltbarkeit]. 

Als Kolorimeter diente uns das lichtelektrische Kolorimeter von Lange. 
Die Reagentien und das verwendete dest. Wasser miissen ammoniakfrei 
sein, oder es muff der Ammoniakblindwert bestimmt und in Anrechnung 
gebracht werden. 

Zur Ausfithrung der Bestimmung wird die betreffende Lésung in einen 
100 cem-MeBzylinder gegeben und auf 70 cem mit dest. Wasser aufgefiillt; 
dann werden 3—4 Tropfen Seignettesalzlésung und nach gutem Umriihren 
2cem Natronlauge zugegeben. Nach 2 Minuten wird mit 4 ccm Nesslers 
Reagens versetzt, mit dest. Wasser zur Marke aufgefiillt und die Extink- 
tion der gefiirbten Lésung gemessen. 

Es zeigte sich, da bei unserer Ausfiihrungsart der Nessler-Reaktion, 
die Farbtiefe 20 Minuten konstant bleibt. Das Lambert-Beersche Pro- 
portionalitatsgesetz gilt nur im Bereich zwischen 0,0 und 0,4 ¢ Stickstoff 
in 100 cem Lésung. . Bei gréBerer Ammoniakmenge muB die Probe ent- 
sprechend verdiinnt werden. 


4. Zuckerbestimmung in der Ndhrlésung. 


Von der oben erwaihnten Restlésung im MefSkolben werden’ zwei 
Parallelbestimmungen nach der Methode von Bertrand durchgefiihrt, die 
bei M. Steimer (1933) ausfiihrlich beschrieben ist. Eine vorherige Inversion 
der Lésung mit 1 cem n/10 Salzsaure erwies sich als notwendig. 
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II. Die Stickstoff-Fraktionen in den Zellen 
von Endomyces vernalis. 


Da die Stickstoffverhaltnisse bisher kaum in die Betrachtung des 
Fettstoffwechsels bei Endomyces vernalis gezogen wurden, lagen natiirlich 
auch keine Angaben tiber die Zusammensetzung des stickstoffhaltigen 
Zellmaterials vor. Es galt nun zunachst vor unseren Hauptversuchen, 
in denen immer der Gesamtstickstoff bestimmt und von dem auf die 
HiweiBmengen geschlossen wurde, festzustellen, wie groB der Anteil des 
Eiwei8-Stickstoffs am Gesamtstickstoff des Pilzes ist. 


Obwohl tiber den EiweiBgehalt der Schimmelpilze und Hefen sehr viele 
Untersuchungen angestellt wurden, so basierten die Ergebnisse meist auf 
der Umrechnung des Gesamtstickstoffs. (Rohprotein = Gesamtstickstoff 
x 6,25.) Im tibrigen sind quantitative Anhaltspunkte iiber das Verhaltnis 
EiweiB-N :loslichem N nur in geringer Zahl im Schrifttum vorhanden. 
Stutzer berichtet schon 1882, daB Hefe 8,65°/, Gesamt-N besitzt; davon 
entfallen 63,8°/, auf EiweiB-N, 29,09°/, auf Nuclein-N, 10,11°/, auf Amid- 
und Peptid-N. Nach H. Matthews (1897) sind etwa 90°/, des Hefestick- 
stoffs als Eiweif-Stickstoff und Nuclein-Stickstoff vorhanden. 


In diesem Zusammenhang mégen die neueren Arbeiten von R. Schréder 
(1902), J. Mersenheimer (1921 und 1919) und AH. Kraut und F'.. Schlottmann 
(1937) erwahnt werden, aus denen der Gehalt des HefeeiweiBes an lebens- 
wichtigen Aminosauren weitgehend bekannt wurde. H. Fink und F. Just 
(1938) unterzogen das EiweiB der Torula-Hefe von verschiedenem Nahr- 
substrat einer genauen Analyse. Sie fanden Rohprotein = 52,9°/, der 
Trockensubstanz. Die Fettwerte sind leider nach den Angaben der Autoren 
nicht auswertbar; auf Arginin, Histidin, Lysin, Cystin, Tryptophan, Tyrosin 
 entfallen zusammen 33,2°/, des Gesamt-N. Ein Vergleich der Ergebnisse 

von Torula mit den Bierhefen der obigen Forscher ergibt eine gute Uberein- 
stimmung in der Zusammensetzung des HiweiBes. Besonders bemerkenswert 
ist die Tatsache, daB bei H. Fink und F. Just der Gesamtstickstoffgehalt 
wie der Gehalt an Aminoséuren usw., der auf ganz verschiedenartigen 
Kulturmedien gewachsenen Torula (Alkohol, Holzzucker, Sulfitablauge) nur 
sehr geringe Unterschiede aufweist. . 


Zu unseren. Versuchen verwendeten wir folgende Nahrlosungen: 


Nr. 1: Wéltje +1/, Asparagin = 28mg N/Schale, 
Nr. 2: Woltje + 1/, Harnstoff = 28mg ~N/Schale, 
Nr. 3: Wéltje + 1/, Asparagin = 3,5 mg N/Schale. 


Die Schalen wurden beimpft und im Thermostaten bei 20° C aufgestellt. 
Nach 6 Tagen wurde die Pilzmasse geerntet. Die Versuche Nr. 3 zeigten bei 
mikroskopischer Betrachtung gute Fettbildung. Nach dem Zentrifugieren 
und zweimaligem Waschen der Ernte wurde ein Teil des Pilzmaterials von 
den Versuchen mit 2 ccm 4°/,iger heiBer Tanninlésung griindlich verrieben, 
in Zentrifugenglaser gegeben; die Reibschale wurde dreimal mit heifer 
Tanninlésung (2 ccm) nachgespiilt und die Fliissigkeiten in die betreffenden 
Zentrifugenglaschen gebracht. Nach vierstiindigem Stehen wurde zentri- 
fugiert, die Lésung abgegossen, der Riickstand zweimal mit je 5 ccm heiber 
Tanninlésung ausgewaschen. Die Lésung von Nr. | war absolut klar, von 
Nr. 3 schwach opaleszierend. Der Riickstand aus dem Zentrifugenglas 
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wurde quantitativ mit destilliertem Wasser in den Kjeldahl-Kolben gespult. 
Die Tanninlésung enthalt den léslichen Stickstoff, der Riickstand den Eiweif-_ 
stickstoff. Parallelkulturen auf den: gleichen Nahrlésungen wurden wie 
iiblich aufgearbeitet und dienten zur Bestimmung des Gesamtstickstoffs ; 


der Ernte. Der Stickstoffgehalt der angewendeten 18 ccm Tanninlésung 


(0,150 mg) wurde in Anrechnung gebracht. 


Tabelle I. 
| || wiweis-N | Lésticher N| Gesamt-N | _ Fett 
Nr. “|| Nahrlésung | i} ; ; - 
| / in % des Gesamt-N | % im Trockenpilz 
|| oe 3 / 
1 || Woltje + 14/, Asparagin .... | 83:5) S16 5,6 6,8 : 
Qj) 2. 4th Harmatotils es ferns alent 5,31 70 & 
3 || , -+4/, Asparagin .... || 93,44 | 6,6 140 | 41,5 4% 


Die Ergebnisse sind aus Tabelle I zu ersehen. Zum iiberwiegenden — 


Teil besteht demnach der Gesamt-N aus Eiweif-N1. Der prozentuale 
Anteil des Eiwei8-N ist jedoch in den Versuchen 1 und 2, wo dem Pilz 


viel N als Ausgangsmaterial zur Verfiigung stand und daher ein hoher : 


Prozentsatz des Gesamt-N sich ergab, geringer als in den Versuchen 6 
und 7. Bei diesen Versuchen (fettreiches Mycel) wurde die verhaltnis-— 


maBig geringe N-Menge der Nahrlésung fast vollstandig zu dem fiir den 


LebensprozeB wichtigen Eiwei8-N umgewandelt. Der Versuch mit — 
Harnstoff zeigt eine sehr gute Ubereinstimmung mit dem Asparagin- — 


versuch. 


III. Der zeitliche Verlauf der Fett- und Eiweifibildung. 


G. A. Nadson und A.G. Konokotina (1924) stellen auf Grund ihrer 
Untersuchungen fest, da die Schwankungen des Fettgehaltes bei Hndomyces 
vernalis nicht nur von der Zusammensetzung des Nahrbodens, sondern auch 
vom Alter der Kultur abhangig sind. Alte Kulturen seien am fettreichsten 
und deshalb fiir praktische Zwecke am vorteilhaftesten. Genaue zahlen- 
mabige Angaben hieritiber werden in dieser Arbeit vermiBt. Ebenso finden 
auch H. Fink und Mitarbeiter (1937) bei ihren Versuchen mit Oidiwm lactis 
zeitliche Schwankungen des Fettgehaltes, der bei einem bestimmten Alter 
der Kultur einen ausgesprochenen Héhepunkt aufweist. P. Lindner (1915) 
gibt an, da das Maximum der Fettbildung fiir unseren Pilz am 4. oder 
5. Tag eintritt. Er versucht die zeitliche Abfolge von Fett- und Eiwei®- 
bildung bekanntlich (vgl. H. Fink und Mitarbeiter) durch die Annahme 
einer zeitlich getrennten Eiweif- und Fettgeneration theoretisch zu unter- 
bauen. Zuerst soll sich die EKiweiBgeneration, die Phase des Wachstums 
einstellen. Nach 3 Tagen sei dieses Stadium und damit die Stickstoff- 
aufnahme abgeschlossen (P. Lindner, 1917). Dann soll erst die zweite 
Phase, diejenige der Verfettung, beginnen. 

Die Frage eines zeitlichen Ganges im Fettgehalt der Pilzzelle hangt, 
wie leicht einzusehen ist, eng zusammen mit der Frage der stoffwechsel- 


' Allerdings ist hierin der nicht bestimmte Stickstoff des wahrscheinlich 
vorhandenen Chitins enthalten. 
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physiologischen Bedeutung des Fettes. Bekanntlich gehen auch dariiber 
(s. S. Heide) die Ansichten im Schrifttum sehr weit auseinander. Das Fett 
in den Pilzzellen kann erstens als Bauelement der lebenden Substanz — 
»konstantes Element‘‘ nach P. Belin (1927) —, zweitens als Reservestoff 
und drittens als Degenerationsprodukt oder, was etwa, wenn auch nicht 
genau, das gleiche ist, als Exkretionsprodukt betrachtet werden. Die 
Befunde bei den verschiedenen Mikroorganismen sind wohl in dieser Hinsicht 
nicht ohne weiteres vergleichbar. Auch hier wird sich zweifellos erst auf 
“Grund qualitativer Fettanalysen eine endgiiltige Klarung finden lassen. 
Sicher ist jedenfalls, daB8 ein groBer Teil des Fettes ausgesprochen fett- 
speichernden Mikroorganismen als Reservestoff anzusehen ist. Das geht 
z. B. aus Untersuchungen von H. Fink, G. Haeseler und M. Schmidt (1937) 
und mit aller Deutlichkeit aus den Befunden von S. Heide hervor. 


Erst durch gleichzeitige Untersuchung des zeitlichen Ablaufes der 
Fett- und Eiwei®bildung lassen sich hingegen Schlu8folgerungen auf die 
Giltigkeit der speziell von P. Lindner entwickelten Hypothese ziehen. 
Wenn H. Kordes (1923) feststellt, da bei den von ihm untersuchten Pilzen 
das Fett sich in alten Zellen anreichert und nicht mehr verbraucht wird, 
so laBt sich bei seinem Organismus das Fett als Exkretionsfett ansprechen. 
Dieses Ergebnis darf aber fir andere Organismen nicht verallgemeinert 
werden. 

A.C. Chibnall (1931) und A. C. Chibnall und Jordan (1933) kommen zum 
Schlu8B, da’ bei héheren Pflanzen unter [nicht extremen, K. Mothes, 1932] 
Hungerbedingungen sowohl die Gesamtlipoide als auch insbesondere die 
Phosphatide keine wesentliche Verminderung erfahren, wahrend die Eiweif - 
stoffe stark angegriffen werden. Dies spricht wohl nur dafiir, dafi diese an 
Menge relativ geringe Lipoidfraktion primar nicht als Reser'vestoff, sondern 
als Bauelement des Plasmas aufzufassen ist. In allen Untersuchungen tber 
den Fettstoffwechsel wird es deshalb notwendig sein, nicht nur die Quan- 
titat des Fettes, sondern auch die Zusammensetzung, insbesondere den 
Gehalt an Sterinen und Phosphatiden, genau zu beriicksichtigen. 

EH. A. Prill und Mitarbeiter (1935) fanden, daB} die zeitlichen Schwan- 
kungen des Fettgehaltes bei Aspergillus Fischert vor allem die Fraktion 
der Glyceride betreffen, wahrend die Fraktion der Phosphatide und des 
Unverseifbaren sich als verhaltnismaBig konstant erwies. Das deutet 
darauf hin, daB die letztgenannten Lipoide wohl einen wesentlichen Be- 

-standteil des ,,konstanten Elementes‘‘ darstellen, wie schon Belin vermutete. 


Unsere Versuche iiber den zeitlichen Verlauf der Fett- und Eiweil- 
bildung an Hndomyces vernalis wurden einerseits unter fiir reichliche 
Fettbildung giinstigen Bedingungen, andererseits unter Ernahrungs- 
verhaltnissen durchgefiihrt, die eine starkere Fettbildung ausschliefen. 


Reihe A (stickstoffreiche Kultur): je 15 ccm Woltje + 1/, Asparagin; 


je zehn Schalen. : 
Reihe B (stickstoffarme Kultur): je 15 ecm Woltje + */, Asparagin, 


je zehn -Schalen. 

Nach moéglichst gleichmaBiger Impfung stellten wir die Kulturen 
bei 209°C auf. In bestimmten Absténden werden je zwei Schalen ab- 
geerntet. Das Trockengewicht sowie Rohfett und Gesamtstickstoff 
bestimmten wir als Mittelwert von zwei Schalen. Die Ergebnisse der 
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Reihe A sind in Abb. 1 kurvenmaBig dargestellt. Die Kurven fir 
Gesamtstickstoff sind um das 6,25fache iiberhoht. 
Das Wachstum bzw. die Zunahme der Trockensubstanz dauert, 


i ie 


wie auch der Anstieg des Fettgehaltes, bis zum 9. Tag an. Der prozen- ; 


tuale Stickstoffgehalt des Mycels zeigt bis zum 9. Tag eine geringe 
Abnahme, die Gesamtmenge steigt jedoch auf das Doppelte. Der 


Zucker ist nach 10 Tagen in der Nahrlésung nahezu erschépft (Rest- 


zuckeranalyse ergibt 14,8 mg = 1,34°/) der Ausgangsmenge). 
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Abb. 1. Wachstum, Fett- und Rohproteingehalt bei stickstoffreicher Kultur im Verlaut 
von 25 Tagen. (Reihe A, ) 


Vom 9. Tag an iiberwiegen die Abbauvorgingé. Das Fett wird 
rasch bis zu einem Gehalt von 4,2°/) verbraucht, der vielleicht nach 
Belin als ,,konstantes Element*‘ anzusehen ist. 70°/) der Gesamtmenge 
werden in den Betriebsstoffwechsel mit einbezogen. Ganz anders liegen 
die Stickstoff-Verhaltnisse. Einer Abnahme des Trockenpilzes lauft 
eine geringe prozentuale Steigerung des Gesamtstickstoffs parallel. 
Die Menge je Schale fallt bis zum 17. Tag nur wenig ab; erst spiter 
sind groBere Abbauvorgiinge der Proteine zu beobachten. 

Die Ergebnisse der stickstoffarmen Reihe B sind aus Abb.2 zu 
ersehen. Der Héhepunkt von Wachstum und Fettgehalt liegt zwischen 
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dem 9. und 11. Tag. Spiter werden die Fettreserven ebenfalls wieder 
im Betriebsstoffwechsel verwendet. Vom 9. bis 25.'Tag werden von der ° 
Gesamtfettmenge 55,1 mg verbraucht. Demgegeniiber steht eine 
Abnahme der Trockenpilzmasse von 46 mg. Da das Rohprotein 
(N <6,25) auch nur in beschranktem Umfang abgenommen hat, mu8 
die fett- und stickstofffreie Substanz eine Zunahme erfahren haben, 


In beiden Versuchsreihen steigt sowohl das Fett als auch das Roh- 
protein bis zur Erschépfung der Kohlenhydratquelle an; die Stickstoff- 
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Abb.2. Wachstum, Fett- und Rohproteingehalt bei stickstoffarmer Kultur im Verlauf 
von 25 Tagen. (Reihe B.) 


aufnahme ist keineswegs, wie Lindner annimmt, vor der einsetzenden 
Fettbildung abgeschlossen. Eine scharfe Phasentrennung der Kiweil- 
und Fettbildung la8t sich also in keiner Weise bestatigen. 


IV. Eignung verschiedener Kohlenstoffquellen 
fiir die Fett- und Eiweifbildung. 

Nach dem zeitlichen Ablauf der Auf- und Abbauvorgange wollen 
wir den Zusammenhingen zwischen Ausgangsmaterial und der Fett- 
und Eiwei8bildung nachgehen. Im Anschlu8 an Heide sollte die Ver- 
wendbarkeit weiterer C- und N-Quellen gepriift werden; auSerdem 
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tauchte die Frage auf, ob es ein Kohlenstoffskelett gibt, das ausschlieB- 
lich entweder zur EiweiB- oder zur Fettsynthese fiihrt. Nach S. Heide 


sind fiir Endomyces vernalis als Kohlenstoffquelle brauchbar : d-Mannit, — 
d-Fructose, d:Glucose, Saccharose, Maltose, Galaktose, Mannose, 
Raffinose. G. A. Nadson und A. G. Konokotina (1924) geben im Gegen-— 


satz zu Heide noch eine Verwertung von Lactose an. 


A. Organische Siuren (Carbonsiuren, Dicarbonsiuren usw.). 


Die Bedeutung der Fettséuren als Nahrstoffe fiir Pilze wurde schon 
1891 von R. Schmidt erkannt. Schimmelpilze wachsen gut in Nahrlosung 


mit Olséure, weniger gut auf Palmitinsaure als einziger Kohlenstoffquelle. ; 
Die Verfettung war jedoch gering. O. Flieg (1922) beobachtete bei Pzlzen — 


auf Fettkultur Fett und Fettsduren in einer Zelle, bei Kultur auf Fett- 


sauren jedoch auffallenderweise nur diese, aber kein Fett. In bezug auf die — 
Fettbildung durch Carbonsaéuren wurden noch Versuche von J. Smedley-— 


Maclean und D. Hoffert (1923) bekannt. Acetatlésungen (Na-Acetat) sind 
zur Fettbildung bei Hefen besser geeignet als Lactatlésungen. Die Luft- 
zufuhr spielt dabei nach den obigen Autoren eine groBe Rolle. 

Auch zur Bildung von Zellsubstanzen (EiweiB) bei Schimmelpilzen 
koénnen nach den Angaben von C. v. Ndgeli und O. Loew (1880) Fettsaéuren 
bzw. deren Salze durchaus gentigen. Mit weinsaurem, bernsteinsaurem und 


essigsaurem Ammoniak konnte gutes Wachstum erzielt werden. In der — 


letzten Zeit berichteten H. Fink und J. Krebs (1938) iiber Versuche zur 
EiweiS8bildung an Wuchshefen (Torula utilis) mit einfachen Kohlenstoff- 
verbindungen. Essigsiure vermag den Zucker vollstandig zu ersetzen. Sie 
wird zu 95°/, zum Aufbau emweibreicher Zelle ausgenutzt. 

Bei unserem Organismus bemerkten H. Haehn und W. Kintoff (1926) 
ein Auftreten von Buttersiure waihrend der Assimilationsversuche mit 
Aldol (allerdings nur durch Geruch). Die Verfasser vermuten, daf die 
Butterséure zusammen mit Essigsiure durch Oxydoreduktion von Aldol 
entsteht. Sie soll jedoch weniger zur Synthese, sondern im Energiestoff- 
wechsel verwendet werden. Genaue Befunde liegen jedoch nicht vor. 


Versuchsanordnung: Unsere Nahrlésung enthalt als Kohlenstoff- 
quelle ausschlieBlich die betreffende organische Saéure bzw. deren Salze. 
In Tabelle IT ist als Beispiel die Zusammensetzung der Nahrlésung mit 
Ameisensiure angegeben. 

_ Der C-Gehalt entspricht dem der Woltje-Lésung (in 15 cem 1125 mg 
Saccharose = 474 mgC). Als Stickstoffquelle dient das Ammoniumsalz der 


Tabelle II. 


Lisung a | Lésung b 


Destilliortes::'Wassen.isi.etoaetnitonatinn: Se eran 100 ccm 100 ccm 
Natriumformiat’:... ose ees nicely a ee 16,83 g 18,36 g 
Ammoniumformiat a dick elt SUNN ie tsualteee ee 0,86 g 0,105 g 
K Hig P O77 \isea,s Sienand chemin temeeans oe or ee 0,5 g | 05 g 
Mes Oi: 7 He O- — canae cence teeeenen ere anes 0,25 g | 0,25 g 
IN JOS Sch ale os « spsic,o stages le eter Renee 28 mg | 3,5 mg 
Cea an ee ee A474 ,, 474 ,, 
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organischen Saure. Wie P. Lindner zeigte und S. Heide bestatigte, stellt 
der anorganische Stickstoff (als NH,) eine brauchbare N- Quelle dar. Von 
jeder Saure werden vier Schalen angelegt, je zwei mit verschiedenen Stick- 
stoffmengen, die a) der Woltje + 1°/, Asparagin und b) der Wéltje + 1/,°/, 
Asparagin entsprechen. 

Wo kein Ammoniumsalz der betreffenden Saure zur Verfiigung 
stand, nahmen wir eine Normallésung von NH,OH. Orientierende 
Vorversuche ergaben kein Wachstum des Pilzes. Die Vermutung lag 
nahe, da der py-Wert weit vom Optimum ablag. Bei allen weiteren 
Versuchen wurde deshalb durch die Verwendung von Phosphatpuffern 
auf ein pu = 5 eingestellt, bei dem, wie Heide berichtet, der Pilz gut 
gedeiht. Die Versuche wurden 14 Tage lang beobachtet. Die Ergebnisse 
sind in Tabelle III zusammengestellt. In keinem Falle konnten analy- 
sierbare Mengen geerntet werden. In den meisten Schalen trat iiber- 
haupt kein Wachstum auf; nur bei Oxalsadure, Bernsteinsdure, Olsadure, 
Brenztraubensaure und Milchsaéure traten punktférmige Kolonien von 
2—5mm Durchmesser auf. 

Es ware jedoch denkbar, daB in den Zellen des jungen Aussaatpilzes 
die zur Fettbildung und Wachstum notwendigen Enzyme nicht hin- 
reichend genug ausgebildet sind. Bei der nachsten Versuchsserie wurde 
deshalb der Pilz 3 Tage vorkultiviert. Als Vorkultur nahmen wir 
diejenige Stufe, die der Nachkultur entspricht, also in der stickstoff- 
reichen Reihe: Wéltje + 1/, Asparagin, in der stickstoffarmen Reihe: 
Woltje +-1/, Asparagin. Natiirlich ist dann die stickstoffarme Reihe 
schon am 3. Tage sehr fettreich, da es uns aber auf Fett- wnd Stickstoff- 
gehalt des Pilzes ankommt, liegt darin nur wieder ein Vorteil. 


Tabelle ITI. Wachstum auf Nahrlésung mit organischen Sauren. 


Saure Stufe | Wachstum Siiure | stufe | Wachstum 
: 
Ameisenséure .... a — Hssigsaure ....... | a — 
b — Lb cs 
Propionsaure ..... a — Buttersiure ..... ! a — 
b = || b _ 
Ox lSHUres ek. 3. a ot. Malonsaiure ...... | a — 
b As \| b == 
Brenztraubensaure | a . Milchsaure....... a + 
Bernsteinsaure .. a + Apfelsiure ....... nae} _ 
b — b hes 
Stearinsiure ...... a roe Olsaurceesceme | a aE 
b — i b — 
Palmitinsiure .... a - Weinsaure ......: : / = 
b = | | — 


Bem.: — = kein Wachstum, + = Bildung kleiner Pilzinseln. 


a 
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Versuchsanordnung: Anzucht der Reihe R in Wéltje-Lésung + 1/; 
Asparagin, Anzucht der Reihe S in Wéltje-Lésung + 1/, Asparagin. 
Nach 3 bzw. 4 Tagen wurde der Pilz samt dem Filtrierpapier in Schalen — 
mit sterilem destilliertem Wasser zum Auswaschen und nach 10 Minuten | 
in eine neue Schale gebracht, die wieder Quarzsand und als zweite — 
Losung die organische Saéure mit der gleichen Stickstoffmenge wie die 
Vorkultur enthalt. Losung 2 enthalt natiirlich wieder auch die Mineral- 
salze und ist auf py = 4,9 gepuffert. Die Ernten erfolgen am 6. bzw. 
5. Tage. 


7 
Tabelle IV. Verwertung verschiedener organischer Sauren bei 
stickstoffreicher Kultur. 


‘rocken- | i 
pee th ah eae 9. Lodiing Anslye T <7 es aes Stickstoff 
Mineralsalze + Tagen | mg \ %1.T. | mg | %i.T. | -mg 
T y i 
al — 3 329 6,8 | 22,3) 5,19 | 1657 
2 dest. Wasser 5 297 5,8 | 17,0 |} 5,1 | 16,0 
|| Ameisensaure 5 294 5,4 | 15,9}) 4,8 |14,1 9% 
4 | Wéltje Essigsaure 5 299 5,l | 15,3 }} 65,1 | 15,2 % 
5 ames Propionsaure 5 302 5,9 |°18,1 || 4:97 4 160i 
6 | Asparagin|; Bernsteinsiure, 5 282 6,0 | 16,9} 5,25 |14,8 % 
ie Oxalsiure 5 291° i. 6,9 .}-17,2.)| 4,9 fio 
8 Olsiure 5 286 |- 6,0 | 1V1) Sees 
9 | Butteraure 5 300 5,6 | 16,8) 5,0 15,0 — 
10 _ Apfelsaiure 5 303 |. 5,9 |'18,0}} 5,06 | 15,6 | 


Tabelle V. Verwertung verschiedener organischer Saéuren bei — 


stickstoffarmer Kultur. 
; 
— 1. Nihr- | ° 2, Nihrlésung [Analyse ee Rohfett Stickstoff 
lésung Mineralsalze + Tagen mg %i.T.| mg || %1.'0.)) mg | 
11 = 4 | 210 || 42,0 | 880]/1,6 /312 | 
12: | wettie dest. Wasser 6 203 || 40,1 | 81,5 || 1,50 | 3,02 
18 | V© J 1, Ameisensiure 6 195 || 39,6 | 77,8 || 1,55 | 3,02 
14 |), f8:,)| Ye Essigadure 6 | 204 || 39,8 | 80,7//1,5 |3,06 | 
15 | *Sparaéin) | 1). Propionséure 6 199 || 41,5 | 82,5) 1,5 | 2,95 
16 1/, Bernsteinsiure 6 192 || 40,9 | 78,5 || 1,47 | 2,84 


Die Ergebnisse, die sich in den Tabellen [V und V finden, sind 
einfach und einheitlich. Die angewandten Saéuren kénnen in keiner 
Weise die nach dem 3. bzw. 4. Tage eintretenden Abbauvorgange 
unterbinden, Kine ausfiihrliche Besprechung eriibrigt sich. Eine 
Zunahme des Fett- und Eiwei®gehaltes laft sich bei unseren Versuchen 
(im Vergleich mit Kontrollversuch 1 und 11) nirgends feststellen. Man 
kann auch nicht den SchluB ziehen, daB gewisse Sauren (Propionsaure) 
eine Schonung der Fettvorrite bedingen. Die Unterschiede zwischen 
Versuch 13 und Versuch 12 liegen innerhalb der Versuchsfehler. Die 
organischen Sauren sind als C-Quellen ungeeignet. Im Gegensatz dazu 
ist aus zahlreichen Versuchen (Lindner, Heide, 8.161, Tabelle IX, und 
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unsere Arbeit S. 172) bekannt, daB unser Pilz, der auf vollstindiger 
Nahrlésung vorgeziichtet wurde, beim Ubersetzen auf reine Zucker- 
lé6sung in dieser noch weiteres Wachstum und Fettbildung zeigt. 


B. Drei-C-K6érper (Milchsiure, Brenztraubensiure). 


Unsere Befunde in Tabelle III, die eine wenn auch nur sehr geringe 
Assimilation von Milchsaure und Brenztraubensdure andeuteten, sowie 
die Bedeutung dieser Stoffe im intermedidéren Kohlenhydratstoff- 
wechsel machten es notwendig, in neuen Reihenversuchen diesen Stoffen 
besondere Aufmerksamkeit zuzuwenden. 


Nach den Angaben im Schrifttum werden die 3-C-Kérper, besonders 
Brenztraubensaure, sowohl als Bausteine fiir die Fett- als auch Eiwei®- 
Synthese bei den Mikroorganismen betrachtet. Auch im Stoffwechsel der 
héheren Pflanzen schreibt K. Mothes (1932) der Brenztraubensdure eine 
» Schlisselstellang*‘ zu. Als Grundsubstanz fiir die Fettbildung wird diese 
Saure von C. Newberg und J. Hirsch schon 1921 angesprochen. R. Sonder- 
hoff (1934) berichtet, daB bei verarmter Hefe 15°/, der zugesetzten Milch- 
sdure und Brenztraubensdure zum Aufbau von Kohlenhydraten und Fett 
verwendet und 85°/, direkt oxydiert werden. J. Smédley-Maclean (1936) 
hat eine Umwandlung von Brenztraubenséure und Milchsaure bei Hefen 
za Fett festgestellt. Uber Endomyces vernalis sind nur kurze Angaben vor- 
handen. G.A.Nadsonund A.G. Konokotina ziichteten den Pilz auf Kartoffeln, 
die nach 2—4 Wochen einen sauren Geschmack annahmen, der auf Milch- 
sdure, die vom Organismus gebildet wurde, zuriickgefiihrt wird. Nach 
H. Haehn und W. Kintoff kénnen beide Saéuren zur Fettbildung dienen. 
Eine genaue Uberpriifung erschien uns in verschiedener Hinsicht not- 
wendig. Erstens liefert die von den Verfassern verwendete Fettbestim- 
mungsmethode nach F. Stockhausen und R. Ericson za hohe Werte (vgl. 
S. 132). Zweitens lagen nur Angaben tiber die Zunahme des prozentualen 
Fettgehaltes vor. Da keine Trockengewichte bestimmt wurden, ist die 
absolute Vermehrung des Gesamtfettes nicht sichergestellt.  Drittens 
lagen keine Angaben dariiber vor, ob bei bestimmter Konzentration oder 
besonderen Bedingungen Milchsaéure und Brenztraubensaure nicht bevorzugt 
zur Synthese von Zellsubstanz (besonders Eiweif}) dienen kénnen. Fiir den 
letzteren ProzeB sind diese 3-C-Saéuren nach H. Fink und J. Krebs (1938) 
bei Torula sehr gut geeignet. Brenztraubensdure ist ein guter Zuckerersatz. 
Milchsdure geniigt ebenfalls, wird aber nur bei gleichzeitiger Anwesenheit 
hinreichender Menge von vergarbarer Hexose vollstandig ausgenutzt. Auch 
W. Benecke faBt 1924 das bislang vorhandene Material dahin zusammen, 
daB Brenztraubensaure fiir viele Pilze eine gute Kohlenstoffquelle darstellen 
konne. Nach Ff. Lieben (1923) wird Brenztraubensaéure bei reichlicher 
Sauerstoffversorgung von der Hefe unter CO,-Entwicklung zerstért und 
zum Teil zum Aufbau von Koérpersubstanz verwertet, obwohl keine N-Nah- 
rung zugegen war. O. Meyerhof (1925) berichtet, daB Brenztraubensaure, 
Methylglyoxal und Milchsaure eine Steigerung der Atmung bei Hefe be- 
wirken. 

1. Brenztraubensdure. 


a) Kultur mit Pepton. 


Die ersten Versuche wurden in einer Brenztraubensdure-Pepton- 
lésung, die mit Phosphat gepuffert war, durchgefiihrt. 
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Zusammensetzung | a fa b | c Zusammensetzung ) a |: b c 
Popen A Boies tae cA 0,6), 0, 6 v0 , 6/9 Brenztraubensaure 0, 5 0/4 0,8%| — | 
MgSO te 0.69),| 0,69) Belo 0.6% Pe oe BL Mo 455 Mo 5,2 Fy 
K,HPO, o 6)e.6).6, oun © 12,057 2,0 % 


Von Niahrlésung a bis c werden je zwei Schalen angelegt und nach 
dem Sterilisieren sofort beimpft. Nach 4 Tagen waren in allen Kulturen — 
punktférmige Pilzinseln zu beobachten. Die mikroskopische Priifung ~ 
zeigt rundliche und ovale Zellen, die jedoch noch lose zusammenhangen. 
Bei Versuch a und b fanden sich reichliche Fetttrépfchen. In Versuch ¢ 
waren neben den Oidien auch verzweigte Mycelfaiden vorhanden. Auf 
Unterschiede im Fettgehalt kann jedoch allein auf Grund der mikro- 
skopischen Betrachtung nicht geschlossen werden. Da die Pilzmengen 
je Schale fiir die Analyse nicht ausreichten, wurden von Nahrlésung b 
und ¢ je zehn Schalen gerichtet. Als weitere Kontrolle d dienten zehn 
Schalen mit 0,8°/) Rohrzucker (gleicher C-Gehalt wie die Brenztrauben- 
siure in b und c). Wir versuchten dabei zugleich auch die Frage zu 
beantworten, ob Brenztraubensiure den Zucker gut ersetzen kann. 
Tabelle VI veranschaulicht die erhaltenen Zahlenergebnisse. 


Tabelle VI. Fett- und EiweiBbildung bei Brenztraubensaure- 


Pepton. 
ate te hs Versuch Nr. | b the 4 d 
| Brenz- | 
Tel ang i} Rohrzucker 
Niahrlésung Ita patrech Pepton + Pepton 
Feuchtgewicht der Pilzmasse (5 Schalen) .... | 630 | 204 “= 
Trockenpilz in mg (10 Schalen):............ 210 98 451 
Rohfett in ts in. Trocken pila. station ie seis | 10,1 4,2 5,95 
Te maix ck thy iniwighale: ste are ones he ar ee arene 21,2 4,12 26,8 
Gesamtaticketoft in %) in Trockenpilz ....... I 5,3 8,0 6,35 
Fa SSR TLID hones scat teen Ceeak } aN Dl Tis) 28,6 


Bem.: Pepton enthalt 16,55°/, N (Mittelwert zweier Analysen). 


Aus den Versuchen kann folgendes geschlossen werden: 


1. Brenztraubensaure allein ist in Verbindung mit anorganischen 
Stickstoffquellen (vgl. Tabelle III) wohl nicht imstande, das notwendige 
Ausgangsmaterial fiir eine Synthese der wesentlichen Zellbausteine 
abzugeben. 

2. Es scheint jedoch, daB die Brenztraubensiure mit der Fett- 
bildung im Zusammenhang steht, wie aus Versuch b hervorgeht. Der 
prozentuale Fettgehalt liegt bei diesem Versuch sogar héher als bei 
Zucker. 

3. Zucker schneidet in der Hinsicht wieder besser ab, daB aquimole- 
kulare Mengen davon eine bessere Bildung von Zellsubstanz bewirken. 


Fett- und EiweiBsynthese bei Endomyces vernalis. 147 


Ob Brenztraubensdure zusammen mit den Stickstoffquellen des Peptons 
zur KiweiBsynthese verwendet werden kann, ist unklar. Vielleicht 
liefert die Brenztraubensiure die Energie fiir die Synthese. Das Kohlen- 
stoffskelett zur Proteinbildung stammt wohl eher vom Pepton. 


Zur besseren Ubersichtlichkeit nahmen wir bei unseren weiteren 
Versuchen ausschlieBlich die rein synthetische Woltje-Lésung. 


b) Kultur auf W6ltje-Lésung mit Wechsel auf 
Brenztraubensdaure. 


Versuchsanordnung: Das Pilzmycel wird aut Woltje-Liésung + 1/, 
Harnstoff vorgeziichtet. Nach 36 Stunden werden zwei Schalen als 
Kontrolle aufgearbeitet, die restlichen Pilzkulturen werden mit dem 
Filtrierpapier in Schalen mit destilliertem Wasser gewaschen und dann 
auf Brenztraubensiure gesetzt. Wir verwendeten als zweite Nahr- 
lé6sungen : 

a) 4°/, Brenztraubenséure, mit K,HPO, gepuffert; pu = 5,0. 

b) 3,75°/, Brenztraubenséure mit 14mg N (NH,OH) je Schale. 
Diese Nahrlésung besitzt dasselbe C: N-Verhaltnis wie die normale Wéoltje- 
Losung. Zusatz von Phosphatpuffer bewirkt einen py-Wert von 4,9. Ernte 
am 9. Tag. 

c) Kontrolle nach 36 Stunden. 

d) Kontrolle nach 9 Tagen, auf destilliertem Wasser. 


Wir bestimmten wieder Trockenpilzmasse, Fett- und Stickstoffgehalt 
als Mittelwert zweier Schalen. Die Temperatur konnte aus bestimmten 
Griinden nicht immer konstant gehalten werden 


Tabelle VII. Fett- und HiweiBbildung bei Wechsel 
auf Brenztraubensaurelésung. 


as | Ernte |Trocken- Rohtett Stickstoff 
ere 2. Nihrlésung nach | Pilz 
‘ Tagen!) m I Anis M is mg Oe teaelie mg 
Nr. | a | | 


a || 4%) Bronztraubenséure || 9 | 172 | 7,3 | 12,5 | 5,96 | 10,3 


3,75 9/9 Brenztraubensaure 


+NH,OH 9 We, 16 13,5 5,9 10,6 
Cc ) tee ey | aie 6,1 12,0 5,8 11,4 
a |i destilliertes Wasser 9 150,5 || 4.95 7.45 || 6,0 91 


1 Vom Wechsel der Nihrlésung an gerechnet. 


Wir ersehen aus den in Tabelle VII niedergelegten Zahlen, daS der 
prozentualen Zunahme des Fettes in Versuch a und b nur eine sehr 
geringe Anderung des Gesamtfettes gegentibersteht. Es taucht die 
Frage auf, ob nicht vielmehr die Brenztraubensdure als Atmungs- 
material fungiert und eine Schonung der Fettreserven bedingt, so da 
am Ende der Versuche die Fettmenge annihernd die gleiche ist. Die 
Beantwortung ergab die nachste Versuchsreihe. In Tabelle VII ist 
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noch bemerkenswert, daB bei Versuch b der Zusatz von Ammoniak als 
Stickstoffquelle zu keiner Vermehrung des Eiweifes fiihrt. 


c) Ist die Brenztraubensaiure Atmungsmaterial oder 
Fettbaustein ? 


Die Peptonversuche sprechen fiir eine Verwendung der Brenz- 
traubensaure bei der Fettbildung; die letzten Versuche auf der syntheti- 
schen Lésung lassen jedoch diese Frage offen. Eine Klarung schien 
uns durch folgende Versuchsanstellung méglich zu sein. Zu einer 
normalen. Kultur auf Woltje-Loésung + +/, Asparagin wird Brenz- 
traubensdure zugegeben, und zwar:'l. zu dem Zeitpunkt, an dem der 
Zucker noch nicht ganz verbraucht ist; 2. dann, wenn keine Kohlen- 
hydrate mehr in der Nahrlésung sind. 


Versuchsansatz: 24 Schalen mit Woltje + */, Asparagin werden 
moéglichst gleichmaBig beimpft. 


Versuchsgruppe A. 
Am 8. Tage: 
1. Ernte und Analyse von zwei Schalen. 
2. Zu zwei Schalen Zugabe von 5 ccm dest. Wasser. 


3. Zu zwei Schalen Zugabe von 5cem 2°/,iger Brenztraubensaéure 
+ Phosphatpuffer. 


4. Zu zwei Schalen Zugabe von 5cem 2°/,iger Rohrzuckerlésung. 
A 2, A 3 und A 4 werden am 11. Tage abgeerntet. 


Versuchsgruppe B. 
Am 13. Tage Analyse von zwei Schalen und Zugabe weiterer Lésungen 


wie bei A. Ernte der Hauptversuche am 17. Tage. 


Tabelle VIII. 


=f Zugegebene Bird Miata Poa pr 
2. Niihrlésung o | | 

mg || % mg % mg mg mg 
Al = 364 || 6,55 | 23,6 5,45 | 19,8 || 28,9 
A 2) destilliertes Wasser || 344,5 | 5,80 | 20,0 | 5,46 | 18,8 0,0 | 1,23/0,9 
A3| Zucker 892 || 6,1 24,0 || 6,12 | 20,0 0,0 0.21/0,19 
A4/|| Brenztraubensaure || 368 || 8,85 | 32,6 5,35 | 19,7 0,0 | 0,23/0,30 
Bl — 344 || 5,90 | 20,3 5,57 | 19,2 0,0 — 
B 2!|| destilliertes Wasser |) 338 3,90 | 13,4 0:54 Wal to 0 — 
B38 Zucker 375 || 5,95 | 20,2 5,44 | 20,05|| 0,0 _ 
B4, Brenztraubensaure || 350 7,25 | 26,5 5,31 | 18,5 0,0 — 
C1 — 320 |) 5,30 | 17,5 || 5,66 | 18,7 || 0,0 ae 
C 2|| destilliertes Wasser || 281 5,18 | 14,4 SP) eahizal 0.0 f _— 
C3 Zucker 318 4,67 } 14,9 5,63 | 17,9 0,0 — 
C 4|| Brenztraubensaure || 314 | 5,30 | 16,6 || 5,50 | 17,2 0,0 = 
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Versuchsgruppe C. 

Am 16. Tage fiihrten wir bei zwei Schalen die Kontrollanalyse C1 
durch und setzten zu den iibrigen Schalen wieder die Lésungen wie bei A zu. 
Ernte am 20. Tage. 

Die Ergebnisse sind.in Tabelle VIII zusammengestellt. Wir kénnen 
folgendes entnehmen: 


1. In allen drei Versuchsgruppen verhindert cder verlangsamt 
offensichtlich der Zucker einen Abbau von Fett und Eiwei®, wie er in 
_den Kulturen mit destilliertem Wasser deutlich sichtbar wird. 

2. In allen Versuchen ist die Endmenge an Fett in Prozent und 
in mg je Schale auf Brenztraubensdure deutlich héher als im Parallel- 
versuch sowohl mit destilliertem Wasser als auch mit Zucker. In 
Versuchsgruppe A und B stellt man sogar eine ganz unzweideutige 
Vermehrung des Fettes gegeniiber der Ausgangsmenge fest, die sich 
im Pilz vorfand, ehe Brenztraubenséure zugesetzt wurde. 

3. Der Zuckerzusatz war zumindest in Versuchsgruppe A und B 
imstande, die Fettvorraite der Zellen soweit zu schonen, daB sich be- 
merkenswerte Verschiebungen in Fettprozent und Fettmenge nicht 
ergaben. Dies kann auf zweierlei beruhen: Entweder wird in der Zelle 
zwar Fett verbraucht, aber gleich viel aus dem gebotenen Zucker nach- 
gebildet; oder das Reservefett der Zellen bleibt unberiihrt und als 
energielieferndes Material wird der von aufen aufgenommene Zucker 
verwendet. 

4. Wenn nun in den Brenztraubenséure-Versuchen A4 und B4 
nicht nur eine vollkommene Schonung, sondern eine Vermehrung der 
Fettvorrate beobachtet wird, so scheint uns dies ein recht klarer Hinweis 
dafiir zu sein, daB die Brenztraubensaure nicht nur als energielieferndes 
Material, sondern auch als bevorzugter Baustein fiir die Fettsynthese 
verwendet wird. 

2. Milchsdure. 


Die Versuche mit Milchsiéure wurden in ahnlicher Weise, jedoch 
verkiirzt, wie bei der Brenztraubensaure, durchgefihrt. 


Wir wahlten als Ausgangslésung die Standardlosung mit dem halben 
N-Gehalt. Die Anzucht geschieht auf Woltje-Losung +1/, Harnstoff. 
Nach 3 Tagen werden zwei Kontrollschalen (Versuch a) auf schon gebildetes 
Fett und vorhandenen Stickstoff im Pilz, sowie auf Restzucker in der Nahr- 
lésung analysiert; zwei Schalen werden als zweite Kontrolle nach 7 Tagen 
abgeerntet (Versuch b). Die iibrigen Kulturen werden nach 3 Tagen tiber- 
tragen, und zwar zwei Kulturen (Versuch c) auf dest. Wasser, zwei weitere 
auf folgende Nahrlésung (Versuch d): Natriumlactat und Ammoniumlactat 
entsprechend dem C- und N-Gehalt der obigen Ausgangslésung; und die 
letzten zwei Kulturen auf eine Nahrlésung mit 3°/iger Milchsaure, die auf 
ein px von 5,0 gepuffert ist (Versuch e). Bei den Versuchen c, d und e wird 
also wieder die Nahrlésung nach 3 Tagen gewechselt, und die Ernte dann 
nach 7 Tagen vorgenommen. 
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Die Ergebnisse dieser Versuche finden sich in Tabelle IX. Sie 
zeigt folgendes: Durch Zusatz von Milchsaéure (Versuche d und e) ist 
eine Zunahme von Trockensubstanz, wie sie im Versuch b eintritt, nicht 
moéglich. Reine Milchsaure bewirkt ebenso wie Natrium- und Ammo- 
niumlactat eine merkliche Steigerung des prezentualen Fettgehaltes. 
Ein Vergleich mit Versuch b, wo dem Organismus noch weiterer Zucker 
zur Verfiigung stand, spricht zugunsten der Milchséure bei der Fett- 
bildung. Die Zunahme des Gesamtstickstoffs bei Versuch d (verglichen 
mit Versuch a) scheint fiir den Einbau von EiweiSstoffen zu sprechen. 
DaB jedoch die Milchsaure als solche das Kohlenstoffskelett zur Bildung 
von Aminosauren bzw. Eiweif® liefert, kann daraus nicht geschlossen 
werden. Denn nach Untersuchungen von F. Knoop und H. Oesterlin 
(1925), H.v. Huler und Mitarbeiter (1938) geht die Einfiigung des 
Ammoniaks bei der Synthese der Aminosiuren nicht tiber die Oxysduren, 
sondern iiber die Ketosiéuren. Aus unserem Versuch lassen sich keine 
weiteren SchluBfolgerungen ziehen. 


Tabelle IX. 
Fett- und EiweiBbildung bei Wechsel auf Milchsaéurelésung. 


Versuch Nr. || a | bey ae d e 

| Na-Lactat | 4; 
Reece | dest. | - Milch- 
SCN Shriang i | poe | epee | aa 

Hrnote mache agen’... nscale ste teres | S | Can 7 7 7 

AB Lor 4) Ho VACIY ee Begs dake nna se ¢ 291 |330 | 280 290 284 
Rohfett in °/) im Trockenpilz ....... | 20,6! 23,6 | 18,3 27,0 26,3 
f ae Ue ee era || 60,0 | 77,8 | 51,4 81,1 74,4 
Gesamtstickstoff in °/) im Trockenpilz | 3,30 3,36 3,4 3,95 | 3,40 
# Pepin de Bee eee esstt We s00ls La; 091) =O, G0)su 1k eu memo rGey 

Restzucker in der 1. Nahrlésung in mg | 249 | 25,0) — = — 


C. Acetaldehyd. 


In engster Beziehung zu der Milchséure und besonders zu Brenz- 
traubensdure steht der Acetaldehyd. Die Frage nach seiner Bedeutung 
im Stoffwechsel der Mikroorganismen ist Gegenstand vieler Unter- 
suchungen gewesen. Wir kommen am SchluB unserer Versuche bei der 
Diskussion noch darauf zuriick. Wir untersuchten die Wirkung des 
dampfférmigen und fliissigen Acetaldehyds. 


1. Dampfformige Einwirkung. Als Nahrlésung dient Wéltje + 1/, 
Asparagin. Vier Schalen werden gleichmaSig beimpft; nach 1 Tag 
werden zwei Schalen in grofe Petrischalen von 23 em Durchmesser 
gestellt, in denen sich drei kleine Schalen mit je 1 ccm Acetaldehyd 
befinden. Ernte nach 61/, Tagen. In Tabelle X sind die Versuchs- 
ergebnisse als Mittelwerte je zweier Schalen zusammengestellt. Man 
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Tabelle X. 
Trockenpilz Fett Stickstoff 
mg % | mg ey eed | mg 
Acetaldehyd, dampfférmig .......... 284 es . a 8,05 
ontrollverstch) 2)... ised odes « « 352 = ; es | 18,3 


erkennt, dafi das Wachstum des Mycels deutlich durch den Acetaldehyd 
gehemmt wird. Der Fettgehalt sowohl in Prozenten wie auch in der 
Gesamtmenge nimmt dagegen deutlich zu. 

2. Acetaldehyd als Zugabe zum Ndhrsubstrat. Zur Standardlésung 
(Woltje + 1/, Asparagin) wird Acetaldehyd in abgestuften Mengen 
(von 1/35 bis 1/,°/9) 2 Stunden vor der Beimpfung zugegeben. Nach 
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Abb.3. Trockengewicht, Fett- und Stickstoffgehalt bei abgestufter Acetaldehydzugabe. 


3 Tagen erfolgt- eine zweite Zugabe von Acetaldehyd in der gleichen 
Menge und entsprechender Verdiinnung. Ernte nach 61/, Tagen. 

In Abb. 3 sind die Kurven fiir Trockengewicht, sowie Prozentzahl 
und Gesamtmenge von Rohfett und Stickstoff zu ersehen. Es zeigt sich, 
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daB die Zugabe von 1/,°/, Acetaldehyd (das sind 1/,°/) in der Ausgangs- 
lésung) schon eine Verminderung des Wachstums bedingt. Die Schwan- 
kungen im Stickstoffgehalt lassen keine besondere Deutung zu. Kine 
Zunahme der stickstoffhaltigen Substanz kann nicht beobachtet werden. 
Der prozentuale Fettgehalt dagegen nimmt stetig zu, wahrend die — 
Gesamtmenge an Rohfett bei 1/4 bis 1/.°/) Acetaldehyd ein deutliches 
Optimum aufweist. Z 
Dieser Versuch zeigt iibrigens, wie wichtig fiir die Beurteilung von 
Stoffwechselbilanzen eine Angabe des Fettgehaltes nicht nur in Pro- 
zenten, sondern auch in der Gesamtmenge ist. Hatten wir nur den 
Kontrollversuch und den mit 1°% Acetaldehyd durchgefiihrt, so wiirde 
man zunachst aus der Zunahme des prozentualen Fettgehaltes von 
7,0 auf 13,9% geneigt sein, schon einen sicheren Schlu8 auf eine Fett- 
bildung aus Acetaldehyd zu ziehen. Gerade in diesem Falle ware dieser 
Schlu8 durchaus nicht bindend, da die Gesamtfettmenge annahernd — 
gleichgeblieben ist, wahrend die anderen Zellbestandteile offenbar ab- 
genommen haben. Ebenso wie bei der Brenztraubensiure ware auch | 
hier die Méglichkeit in Betracht zu ziehen, da durch die Darbietung 
des Acetaldehyds als energielieferndes Material die Fettvorrate der 
Zelle geschont werden. Erst durch die Ausfiihrung unseres gréBeren 
Reihenversuchs kann die Frage der Fettbildung aus Acetaldehyd wohl 
in eindeutiger Weise positiv entschieden werden. : 


Unsere Ergebnisse mit Acetaldehyd stellen eine Bestitigung und 
beziiglich der absoluten Fettmengen eine Erweiterung der Befunde von 
H. Haehnund W. Kintoff dar. Durch ein Abfangverfahren (Sulfit-Methode 
von C. Neuberg und EH. Reinjurth) war es diesen Autoren méglich, wenn 
auch nur in geringem Umfange, Acetaldehyd festzulegen. G. Klein 
(1933) gibt im Handbuch der Pflanzenanalyse an, daB er gemeinsam 
mit J. Wagner eine Verwertung von Acetaldehyd durch Hndomyces — 


vernalis gefunden hatte. Eine weitere Veréffentlichung ist aber unseres * 
Wissens nach bisher nicht erfolgt. 


Auch bei andern Organismen wurde verschiedentlich die Rolle dieses 
Kérpers bei der Fettbildung untersucht. Schon EH. Buchner und J. Meisen- 
heimer (1909) hielten den Acetaldehyd bei der Butterséuregirung fiir ein — 
Zwischenprodukt bei dem Ubergang von Zucker in Buttersiure. Als Vor- 
stufe nahmen sie Milchséure an. In der tierischen Physiologie hegte Magnus- 
Levy (1902) die gleiche Vermutung. Er zog den Acetaldehyd heran, um 
bei der Leberautolyse die Bildung von Essigsaure, Buttersiiure und Capron- 
séure zu erkliren. Nach H. von Euler (1909) geht der Ubergang von Glucose 
zum Acetaldehyd zunichst iiber Glycerinaldehyd und Milchsaéure. Durch 
Kondensation des Acetaldehyds wird Aldol und dann der Aldehyd der 
Sorbinséure erhalten, Drei Molekiile desselben liefern dann bei vollstindiger 
Reduktion die Stearinsiure, bei unvollstindiger Reduktion die Olsdure. — 

_ Kine Reihe der alteren Angaben iiber die Bildung kohlenstoffreicher 
Fettséuren beziehen sich jedoch auf die Gewinnungsweise des Acctaldehyaiay 
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bei der technischen Garung des Zuckers. Es kénnen dabei Mischkulturen, 
wie reichliche Mengen von Eiwei&Bkérpern, zum Teil wohl auch Fette in den 
Maischen vorhanden gewesen sein, so daB der sichere Beweis fiir die Herkuntt 
des Acetaldehyds aus dem Zuckermolekiil fehlt. Erst durch die Arbeit von 
C. Neuberg und B. Arinstein (1921) konnte in Zuckerkulturen der Acet- 

_aldehyd abgefangen und dadurch eine Bildung von Buttersdéure und Butyl- 
alkohol verhindert werden (Bacillus butylicus Fitz). Es wurde ebenfalls 
bei Anwesenheit von Zucker und Mineralsalzen neben Butterséiure das 
Auftreten héhermolekularer Fettsaiuren festgestellt (Capronséure, Caprin- 
sdure und Caprylsdure). Auffallend war jedoch, daB Acetaldehyd und 
Acetaldol vom Organismus nicht aufgenommen wurden. 


Gegen die Theorie der Fettbildung aus Zuckersprengstiicken wurden 
jedoch manche Einwande erhoben. Lieben wies nach, daB aus Acetaldehyd 
und Butylaldehyd verzweigte Ketten und nicht die erwarteten normalen 
Kohlenstoffketten entstehen. Bei Hefen konnten J. Smedley-Maclean und 
D. Hoffert (1923) eine Verfettung bei Acetaldehydfiitterung nicht nach- 


_ weisen. Acetaldehydlésung wirkte nach den Versuchen eher giftig, denn 


als Nahrmittel. J. Smedley (1936) schreibt dem Acetaldehyd bei Hefen 
_ keine wichtige Rolle zu, wohl aber der Brenztraubensaéure. Nach H. Fischer 
(1909) vollzieht sich die Umwandlung zu Fett dadurch, daB mehrere Glucose- 
molekiile aneinander gekettet und dann die OH-Gruppen einfach reduziert 
werden. Die meisten experimentellen Befunde der letzten Zeit (vgl. 8. 133, 
sowie H. Barber und S. Heide) machen jedoch die Theorie von Haehn und 
_ Kintoff iiber die Fettbildung aus einfachen Bausteinen sehr wahrscheinlich. 


Bemerkenswert ist, daB Acetaldehyd auch als C-Quelle zur Bildung 
von HiweiB und Zellsubstanz dienen kann. H. Schanderl kultivierte Clado- 
sporium cellare in rein anorganischer Naéhrlosung. Bei Einwirkung von 
Acetaldehyd-Dampfen wurde gutes Wachstum sowie reiche Anlage von 
Fettkérpern beobachtet. Vom Acetaldehyd aus kénnen also beide Synthesen 
ablaufen. Man muB8 jedoch bemerken, da der obige Organismus auBerst 
anspruchslos ist. Auch H. Fink und J. Krebs (1938/39) berichten bei 
Torula utilis, daB& eine verdiinnte Lésung von Acetaldehyd als einzige 
Kohlenstoffquelle zusammen mit den Mineralsalzen ein vollstandiges Nahr- 
substrat darstellt; und zwar nicht nur bei einmaliger Zichtung, sondern 
auch bei mehrfacher Dauerziichtung. Natiirlich sind bisher sehr wenig 
Grundlagen vorhanden, die eine Aufstellung des Reaktionsmechanismus bei 

- HefeeiweiBbildung erméglichen. Die Abhandlung von M. J. Effront (1927) 


-versucht die Vorgange bei der biologischen EHiweifisynthese darzulegen. 


Er zieht Acetaldehyd bzw. Brenztraubensaure als Zwischenprodukte heran. 


In unseren Versuchen ist es allerdings nicht eindeutig gelungen, 
eine EiweiBsynthese mit Acetaldehyd und Brenztraubensaéure durch- 


gufiihren. DaB die Brenztraubensiure als EiweiSbaustein aus dem 


Kreis der Betrachtung ausscheidet, ist damit noch nicht gesagt. 

Fiir die Fettsynthese hingegen kénnen Brenztraubensaure, Milch- 
siure und Acetaldehyd nach Angaben des neueren Schrifttums und 
nach unseren eigenen Befunden zweifellos verwendet werden. Die 
~Annahme von der Rolle dieser Kérper als Zwischenprodukte bei der 
Umwandlung von Zucker in Fett erhalt damit eine gewisse Stiitze, 
wenn auch noch keinen endgiltigen Beweis. 
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V. Fett- und EiweiSbildung im Zusammenhang 
mit der Stickstoffernahrung. 


A. Amid-Stickstoff. 


Wir verwendeten zunichst Harnstoff in einem gréBeren Reihen- 
versuch mit abgestuftem Stickstoffgehalt aus mehreren Griinden: 
Einmal besitzt Harnstoff im Gegensatz zu Asparagin kein nutzbares 
Kohlenstoffskelett ; deshalb liegt hier eine gré8ere Ubersichtlichkeit in 
bezug auf das N : C-Verhaltnis fiir die aufbauenden Prozesse des Pilzes 
vor. AuBerdem kommt Harnstoff fiir praktische Zwecke wohl eher in 
Frage. 
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Abb. 4. Trockengewicht, Fett- und Rohproteingehalt bei mengenmiiBig verschiedener 
Harnstofizugabe. 


Die Nahrlésung enthalt geometrisch abgestufte Harnstoffzugaben: 
4/5, 4/10, 4/20; 4/40°/9 usw. Harnstoff entsprechen 2, 1, 1/,°/) usw. Asparagin 
der Standardlésung. Je zwei Schalen enthalten den gleichen Nahr- 
boden. Ernte nach 6 Tagen. In Abb. 4 sind die erhaltenen Mittelwerte 
fir Trockensubstanz, Gesamtfett, Gesamtstickstoff, sowie fiir den 
prozentualen Stickstoff- und Fettgehalt als Funktion der zugegebenen 
Harnstoffmengen auf der Ordinate aufgetragen. Die Kurven fiir Stick- 
stoff sind wieder um das 6,25fache iiberhoht. 


: 
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Das Tempo der Entwicklung des Pilzes, sowie EiweiB- und Fett- 
bildung unterscheiden sich kaum von den durch S. Heide bei Asparagin 
als Stickstoffquelle festgestellten Verhaltnissen. Héhere Stickstoff- 
gaben drangen die Fettbildung zuriick. Erwahnenswert ist, da8 bei 
geringem Stickstoffgehalt (4/49—4/9°/, Harnstoff) eine’ wenn auch 
wenig hohere Ausbeute an Fett gegentiber Asparagin zu bemerken war. 

Unsere Versuche mit Acetamid und Succinamid ergaben tiberhaupt 
kein Wachstum des Pilzes. ; 


B. Verwertung des Amino-Stickstofts. 


1. Asparaginsdure. 


V. Hartelius (1938) priifte das Wachstum von Hefe bei Zugabe ver- 
schiedener Aminosaduren neben Ammoniumsulfat. Es wurde festgestellt, in 
welchem Verhaltnis NH,-N/Amino-N aufgenommen wird. Es wurde gezeigt, 
daB Asparaginsaéure wie Asparagin iiberaus gut assimiliert wird, weit besser 
als irgendeine andere der untersuchten Aminosaéuren. 

Es lag nahe, mit Asparaginsdure einen gréeren Versuch durch- 
zufiihren. Vier Schalen enthalten so viel Asparaginséure als dem N-Ge- 
halt einer ]°/jigen, weitere vier Schalen so viel wie einer 1/,°/,igen 
Asparaginlésung entspricht. Nach 6 Tagen wird das _ Pilzmaterial 
geerntet. Die erhaltenen Werte fiir Trockengewicht Fett- und Gesamt- 
stickstoff bringen wir in der Tabelle XI. 


Tabelle XI. Fett; und EiweiSbildung bei Asparaginsaure als 


Stickstoffquelle. 
Versuch Nr. lia | 11b | Mittel | TysEyS 3) NG | Mittel 
Ren W oltje-Los i W oltje-Los 
ELLE + 1/; Aapdragl peace + 1). Acparacinahure 
| | 

Trockenpilz in mg/Schale ........ 1408 (486 [422 {200 -|187 |193,5 

*Rohfett in %, im Trockenpilz ....|/ 12,2 | 12,7 12,45 | 46,5 | 45,2 | 45.8 

Gesamtfett in mg/Schale ........ 49,6 | 55,4 | 52,5 || 93,0 | 84,6 | 88,6 
Gesamtstickstoffin°/,imTrockenpilz | 3,58) 3,51 3,55, 1,10) 1,03) 1,107 
o » mg/Schale ..... 14,5 | 16,4 | 15,0 PCO Oblnee.0S 


Die schon bekannten GesetzmaBigkeiten treten wieder klar hervor. 
Asparaginsaure ist eine sehr gute N-Quelle. Die hdheren Trocken- 
gewichtsmengen sprechen fiir ein besseres Wachstum als in den friiheren 
Asparaginversuchen. Der Fettgehalt liegt bei gleicher Anfangskonzen- 
tration des Stickstoffs héher und der prozentuale Stickstoffgehalt im 
Pilz niedriger. Es ware denkbar, da8 auch hier wieder das N : C-Ver- 
haltnis den Ausschlag gibt, da bei Asparaginséure das N : C-Verhaltnis 
halb so niedrig ist wie bei Asparagin und so dem Pilz bei gleicher Stick- 
stoffmenge noch mehr Kohlenstoff zur Verfiigung steht. 

Archiv fiir Mikrobiologie. Bd. 12. At 
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Mit unseren Befunden stehen die Ergebnisse von R. Thorne (1934) im 
Einklang. Er fand, da Asparaginsaéure sich bei Saccharomyces cerevisiae 
(Typ Frohberg) als auBerordentlich giinstige Stickstoffquelle erwiesen hat, 


2. Andere Aminosduren. 


Bei den Aminosiéuren, die uns noch zur Untersuchung zur Ver- 
fiigung standen, wurde lediglich 1°/, der Substanz als Stickstoffquelle 
-in der Nahrlésung neben Zucker und Mineralsalzen dargeboten. Das 
bedingte natiirlich einen sehr verschiedenen Stickstoffgehalt der Aus- 
gangslésung. Die Ernte- und Aufarbeitung geschah nach 6 Tagen. Fir 
unsere Fragestellung geniigte zunachst der Nachweis, daB alle ver- 
wendeten Aminosaduren: Glykokoll, Alanin, Leucin und Tyrosin als 
ausschlieBliche Stickstoffquelle fiir Hndomyces vernalis verwertbar 
sind. Untersuchungen iiber die im einzelnen verschiedenartige Wirkung 
der Aminosauren, die (vgl. A. Rippel, 1937) auf Nebenreaktion be-— 
ruhen kann, lagen: zunadchst auBerhalb des Rahmens unserer Arbeit. 
In Tabelle XII sind alle Versuchsergebnisse angefiihrt. 


Tabelle XII. 


| || Trocken-|| Fett | Stickstott || | An- 
Nr. Aminosiiure |) oe DU ie ee a ngs 
| mg |} % sid % | mg PH 
1 || Glykokoll ....... | 372 | 3,7] 324] 62 | 23,2 || 5,25 | 655 | 
2 | Alaniness. fact auce || 342 13,5 46,1 6,1 | 21,0 | 5,05 | 5,95: 
83 4h. wPyresin sa.ce< 42 | 151 | 38,2 | 56 1 2,5 3,8 || 4,5 | 2,91 
4°* Leuoiniesiocw suse || 185 || 32,6 | 48,1 |} 4,1) 5,6 |] 4,7 | 3,6 


Auf Leucin und Tyrosin wird verhaltnismaBig wenig Trockenpilz 
im Vergleich zu fritheren Harnstoffversuchen mit der gleichen Stickstoff-_ 
konzentration gebildet. Die Ursache mag in der Verschiebung der 
pu-Werte in den sauren Bereich, die, wie S. Heide zeigte, eine starke 
Wachstumshemmung bewirkt, zu suchen sein', Was den Einflu8 des 
Aminostickstoffs auf die Fettbildung anbelangt, so konnte ein Vergleich 
mit den Ergebnissen der 1% igen Aminosiurelésungen am besten so 
durchgefiihrt werden, dafs die erhaltenen prozentualen Fettmengen auf 
diejenigen bezogen wurden, die in stickstoffgleicher Asparagin-Loésung 
erhalten wurden. Wir haben in der Kurve der Abb. 5 den Fettgehalt 
in Funktion des zugesetzten Asparagin-Stickstoffs aufgetragen. Die 
eingezeichneten Punkte zeigen den Fettgehalt auf den Nahrboden mit 
1% igen Aminosiéurelésungen an, 

Man kann aus Abb. 5 entnehmen, da auch hier wieder die be- 
kannte GesetzmaBigkeit zwischen Fettgehalt und Stickstoffernihrung 


' Dieser Annahme widerspricht allerdings das gute Abschneiden der 
Kulturen auf der stark sauren Asparaginsaure (vgl. S. 155). 
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besteht, daB im einzelnen aber der Fettgehalt der Zellen (vgl. mit Aspa- 
ragin) um so hoher liegt, je kohlenstoffreicher die verwendete Amino- 
saure war. Wahrend sich bei Glykokoll und Alanin keine wesentliche 
Abweichung gegentiber dem Asparaginversuch ergab, zeigte sich bei 
Leucin und Tyrosin ein merklicher Unterschied, und zwar im Sinne 
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Abb. 5. Vergleich der Fettbildung mit 1%igen Aminosiuren. 


einer verstarkten Fettbildung. Man wird kaum fehlgehen, wenn man 
auch hier den Einflu8 der vielen C-Atome — also einer dadurch be- 
wirkten Verschiebung des N :C-Verhaltnisses — vermutet. , 


3. Aminosduren als Kohlenstoff und Stickstoffquellen. 


FF. Czapek (1920) bemerkt, daB Wein- oder Brerhefe mit Asparagin 
allein als gemeinsame C- und N-Quelle auszukommen vermégen. Auch 
Aspergillus niger entwickelte nach seinen Beobachtungen auf 49% Asparagin 
20 mg Trockengewicht; der Kontrollversuch mit Zusatz von Rohrzucker 
brachte jedoch 600 mg Trockensubstanz. 


Wir fiihrten unsere Versuche mit folgenden Nahrlésungen durch: 


Destilliertes = ayy: N-Gehalt C-Gehalt 

Nr. C- und N- Quelle Wasser Aminosdure | je §chale je Schale 
cem g mg mg 
a Gly kokolee cvitt ao essere 100 5,0 138 237 
b JANES iB a es Pks Aubiirs aes baccdey oie 100 3,90 237 237 
Cc Asparaginsaéure ....... 100 4,38 69,6 237 
i MPASPATACIN . cy-cte.. Meine ee 100 A593 138,2 237 


Jede Schale enthalt wie iiblich 15 ccm Nahrlésung, der noch die 


Mineralsalze beigegeben wurden. Der Kohlenstoffgehalt jeder Schale 

entspricht dem halben Kohlenstoffgehalt der Stammlésung nach 

Woltje. Je drei Schalen mit den Lésungen a—d werden beimpft. Die 
i> 
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Versuche haben wir nach 9 Tagen abgebrochen. Der Pilz geht iiber-— 


haupt nicht an. 


Es zeigt sich also, da8 die Aminosdéuren, wie auch Asparagin, zur 
Kohlenstoffernihrung des Pilzes, zumindest allein dargeboten, nicht 
ausreichen. Das entspricht iibrigens auch den im Abschnitt III dar- 
gestellten Ergebnissen, wo die entsprechenden Carbonsauren (Essig- 
saure, Propionsiure usw.) zusammen mit Ammoniak-Stickstoff kein 
Wachstum des Pilzes erméglichen. Das Schicksal des Kohlenstoff- 
skeletts der Aminoséuren bei der Darbietung dieser zusammen mit 
Zucker ware noch zu untersuchen. Einen ganz indirekten Anhalts- 
punkt, daB in diesem Falle der N-freie Rest der Aminosauren doch 
vielleicht in den Stoffwechsel des Pilzes mit einbezogen wird, mag in 
der schon erwahnten Tatsache erblickt werden (S. 157), daB die Lange 
des Kohlenstoffskelets der Aminosdiuren auf den Fettstoffwechsel 
gewissen Einflu8 auszuiiben scheint. Schon B. Hansteen (1899) bemerkt, 
daB Kohlenhydrate zu EiweiSbildung aus Aminosaéuren notwendig 
seien. Nach anderen Befunden wird den Kohlenhydraten vor allem eine 
energetische Bedeutung bei der Synthese zugeschrieben. 


(. Enzymatische Spaltung von organischen Stickstoffverbindungen. 


Nach den Ergebnissen der eben besprochenen Teilabschnitte schien — 


es uns wichtig, zu erfahren, ob die Aminosaéuren, deren Verwendbarkeit 
in Verbindung mit Rohrzucker (Tabelle XI und XII) erwiesen ist, als 
soleche von der Zelle aufgenommen und weiter verarbeitet werden, oder 
ob der erste Schritt zu ihrer Verarbeitung in einer Desaminierung 
besteht und somit in allen von uns untersuchten Fallen letzten Endes 
das Ammonium als Stickstoffquelle fiir den EiweiSaufbau anzusehen 
ist. Auf die Méglichkeit der enzymatischen Spaltung des Harnstoffs 
kamen wir auch dadurch, da bei einigen 9 Tage alten Kulturen (Nahr- 
l6sung Woltje + 1°/) Harnstoff) deutlicher Ammoniakgeruch bemerkt 
wurde, Die Vermutung lag nahe, da das Ammoniak durch die Tatig- 
keit der Pilzenzyme vom Harnstoff abgespalten worden ist. Die Méglich- 
keit einer bakteriellen Infektion war jedoch nicht ganz ausgeschlossen, 
da Schale und Nahrlésung nur einmal keimfrei gemacht wurden. Im 
folgenden wurden die Kulturschalen, wie Naihrlésung, dreimal in strémen- 
dem Dampf sterilisiert, AuBerdem wurde der Pilz zur Vorsicht nochmals 
durch Gelatineplatten geschickt, um eine absolute Reinkultur zu be- 
kommen. 
1. Harnstoff. 

Das zu den Enzymversuchen verwendete Pilzmaterial wurde in 
Schalen mit Wéltje +-1/, Asparagin 5 Tage lang kultiviert, nach der 
Ernte mehrmals gewaschen und zentrifugiert, bis die Fehlingsche 


a 


tnt» ete een im, 
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Reaktion und Nesslerprobe negativ ausfielen. Die Versuche wurden in 
Steilbrustflaschen durchgefiihrt; da die Urease-Wirkung bekanntlich 
sehr stark vom py-Wert abhangig ist, wurde mit Zusdtzen verschiedener 
Phosphatpuffer gearbeitet. 


Versuchsansatz. 

Nr. 1: ohne Pilz, 11 ccm dest. Wasser, 1 cem 1°/,igen Harnstoff 
» 2: Teem Pilzaufschwemmung + 1 ccm steriles dest. Wasser 
ni ab ee H +1 ,, 0,1°/,igen Harnstoff 
ati T BER ee nk ed wee 3 
pan eRe - Mw RAR a eerie ‘ 

Sb pa Uy tape ays +1 ,, steriles dest. Wasser 
sot WA rias fi e . al oe, eigen Elarnstott 


Nr. 1 und 4 erhalten einen Zusatz von Chloroform, Nr. 2, 3, 5, 11 und 12 
einen Zusatz von Toluol. Das erstere ist zwar ein sicheres Antisepticum, 
kann aber unter Umstanden eine Schadigung der Enzyme bewirken (siehe 
M. Steiner, 1940). Temperatur 20°C. Die Aufschwemmungen werden auf 
12 cem aufgefiillt und je 2 cem zur Ammoniakbestimmung in verschiedenen 
Zeitabstanden verwendet. Der durch Zusatz von Phosphatpuffern ein- 
gestellte py-Wert ist in Tabelle XIII zu ersehen. 


Tabelle XIII. Enzymatische Spaltung von Harnstoff. 


Wena epi lets Px Gefundener Ammonium-N y/2 ccm 

Nr. mg zu Beginn 1 Std. 3 Std. 5 Std. | 24 Std. | 36 Std. 
1 4,666 7,12 6 2 5 Be daar B 
2 _ TE 0 1 3 2 9 
3 0,466 ele 15 18 20 48 73 
4, 0,466 (ail) 8 aL 29 35 | 89 
5 I 4,666 Hele 45 180 225 299 358 

11 — 5,0 5 8 4. ) iit 

aly) 4,666 5,0 iy 46 51 64 97 

Wir fanden bei Versuch 5 in neutralem Medium nach 24 Stunden 


1,794 mg Ammoniak-Stickstoff. Es sind also 38,5°/) des zugesetzten 
Harnstoffs gespalten worden. Die Spaltung in saurem Medium ist 
_,wesentlich geringer. Es ergaben sich bei Versuch 12 nach 24 Stunden 
0,384 mg Ammoniak-Stickstoff = 8,23°/), nach 36 Stunden 0,582 mg 
Ammoniak - Stickstoff = 12,45°/). In den Kontrollversuchen 1, 2 
und 11 (ohne Pilz bzw. ohne Harnstoff) wurden nur Spuren von Ammo- 
niak gebildet. 
2. Asparagin. 

K. Schmalfuss und K. Mothes (1930) finden fiir den enzymatischen 
Abbau von Asparagin bei Aspergillus niger eine pu-Spanne von 6 bis 9, 
mit Optimalwert 7,7—7,8, wahrend D. Bach als Optimum 8,4—8,6 angibt. 
Nach den genannten Autoren scheint der Asparaginabbau unter py = 7 


anders zu verlaufen als dariiber. Unter py = 7 erfolgt der erste Angriff auf 
die Aminogruppe, tiber pp = 7 auf die Amidgruppe. K. Mothes (1940) 
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konnte an verschiedenen Pilzen der Gattung Saccharomyces, Penicillium, 
Aspergillus usw. zeigen, daB in das Nahrmedium gebrachtes Asparagin oder 
Glutamin schnell gespalten wird. Eine zellfreie. fermentative Spaltung 
konnte nicht erwiesen werden. 


Unsere Versuchsanstellung war wie bei Harnstoff. Das Ergebnis 
findet sich in Tabelle XIV. 


Versuch 1: ohne Pilz, 1 ccm 1°/,iges Asparagin + 9 ccm ster. dest. Wasser 
Hi 2: Pilzaufschwemmung + 7 cem steriles dest. Wasser 
n os ny +1 ,, 1°/iges Asparagin 


In jedes Kélbchen werden noch Phosphatpuffer (py 4,8) und 4 Tropfen 
Toluol gegeben. Gesamtmenge 10 ccm. Temperatur 20°C. 


Tabelle XIV. 


| Gefundene Stickstoffmengen y 


Versuch Zugegebener N 
Nr. | ! 4 Std. ) 24 Std. 36 Std. 
1. ows age RL BG 0 | 5 4 
i | 3 fi a 
3 1 866 8 28 51 
Zur Analyse verwendete | | 2 4 4 
Menge ccm \| J 


yefunden: nach 24 Stunden als NH,-N: 0,070 mg = 3,77°/,, nach 
36 Stunden als NH,-N: 0,1275 mg = 6,84°/5. 


Ob das Ammoniak aus der Amid- oder Aminogruppe des Asparagins 
stammt, wurde nicht untersucht. Bilanzversuche ergeben, da der 
lebende Pilz fast den gesamten Stickstoff des Asparagins verbraucht. 


3. Hnzymversuche mit Amiden und Aminosduren. 


Wir iiberpriiften noch die Spaltung von Acetamid, Succinamid, 
Asparaginsiure, Leucin, Tyrosin und Glykokoll. Die Versuche hatten 
alle ein negatives Ergebnis. Eine fermentative Abspaltung von Ammo- 
niak konnte nicht gefunden werden. Unsere Versuche muBten jedoch 
wegen Kinberufung zur Wehrmacht nach 11/, Tagen abgebrochen 
werden. Nach miindlicher Mitteilung von Herrn Prof. Steiner ergab 
eine Nachpriifung bei einer gréBeren py-Spanne und im Verlauf von 
mehreren Tagen keine Spaltung und somit eine Bestitigung der obigen 
Befunde. 

Die Enzymversuche lassen sich dahin zusammenfassen, daB ner 
Harnstoff und Asparagin gespalten werden, und das entstehende 
Ammoniak als Stickstoffquelle dient. Wenn auch eine fermentative 
Aufspaltung der Aminosiuren nicht gefunden wurde, so erscheint es 
doch wenig wahrscheinlich, da8 der Pilz aus nur einfachen Aminosauren 
die komplizierten direkt aufbaut. Der Abbau zu Ammoniak geschieht 
vielleicht in der Zelle selbst, wie auch Mothes (1940) bei seinen Versuchen 
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erwahnte. Wird beim Ernahrungsversuch nur eine Aminosiiure dem 
Organismus geboten, so mu diese wohl zuerst desaminiert werden, 
damit die vielen verschiedenartigen Aminosiuren, aus denen dann 
das KiweiB verkettet wird, daraus entstehen kénnen. Natiirlich liegt 
auch die Moglichkeit einer direkten ,, Umaminierung“ vor, wie sie durch 
die Untersuchungen von Z. v. Kuler, E. Adler und Mitarbeiter (1938) 
sowohl bei Hefen, Bakterien als auch héheren Pflanzen aufgezeigt wurde. 
Als Akzeptor fiir den von der primar zugesetzten Aminosaure abzu- 
gebenden Amino-N wiirden dann die Intermediarprodukte des Kohlen- 
hydratstoffwechsels in Frage kommen, Unter diesem Gesichtspunkt 
lieBe sich die Nichtverwendbarkeit der Aminosauren als alleinige C- 
und N-Quelle ihre Verwendbarkeit als N-Quelle in Verbindung mit 
Zucker ganz gut verstehen. Unsere Versuche in diesem Teilabschnitt 
waren von vornherein nur als orientierende Tastversuche gedacht. 
Eine genaue Verfolgung der Reaktionskinetik lag nicht im Rahmen 
unseres Versuchsplans; zumal wir auf Grund von Vorversuchen mit 
Kultur tiber Permutit (s. nichsten Abschnitt) einen anderen geeigneten 
Weg ermittelt hatten, um die primaére Desaminierung bzw. Desami- 
dierung der im Nahrboden vorhandenen organischen N-Koérper genau 
zu iiberprifen. 


VI. Anderung des Stoffwechselverlaufes 
mit Hilfe von Permutit. 


Um die von uns vermutete primaire Abspaltung der NH,-Gruppe 
zu erweisen, mute ein geeignetes Abfangverfahren fiir das intermediar 
gebildete Ammoniak besonders nititzlich sein. Wir fanden im Natrium- 
permutit, das sehr leicht Ammoniak aus einer tiberstehenden Lésung 
aufnimmt und dafiir Na-Ionen abgibt, einen sehr geeigneten Korper. 
Seine Higenschaft wird bei dem Folinschen Verfahren der Ammoniak- 
bestimmung bei analytischen Arbeiten ausgenutzt (A. Kolb, 1934; 
T. Ellinghaus, 1925). Von der ausgezeichneten Méglichkeit, die sich mit 
Permutit fiir Eingriffe in den intermediaren Stickstoffstoffwechsel 
eroffnet, ist unseres Wissens bisher kein Gebrauch gemacht worden. 
Unsere Versuche liefen darauf hinaus, an Stelle des sonst tiblichen 
Quarzsandes fiir die Kulturen Natriumpermutit zu verwenden. Tritt 
im Laufe des N-Stoffwechsels intermediar Ammonium im Medium auf, 
so sollte dieses durch den Permutit abgefangen und fiir die Analyse 
wenigstens eine Zeitlang zuginglich sein. Nur eine Zeitlang deswegen, 
weil zwischen dem im Permutit gebundenen Ammonium und dem 
Ammonium in der iiberstehenden Lésung ein Gleichgewicht besteht, 
das zwar sehr weitgehend zugunsten des gebundenen Ammoniums 
verschoben ist, welche sich aber immer wieder erneuert, wenn der 
Lésung Ammoniak entzogen wird. Immerhin miifite es méglich sein, 
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durch die Permutitanwendung in der Lésung auftretendes Ammonium 
wenigstens zeitweise bis auf einen kleinen Rest zu binden. Durch 
diese Abfangung lies sich aber eine recht’ wesentliche Bereicherung 
unserer Kenntnisse gerade iiber die erste Phase der EiweiBsynthese 
und auch iiber gewisse Phasen des Eiweifabbaues erhoffen. 


A. Methode. 


Der von der Permutit A.-G., Berlin, bezogene Permutit nach 
Folin muBte zundchst griindlich mit ammoniakfreiem dest. Wasser 
ausgewaschen werden, bis die iiberstehende Lésung nicht mehr getriibt 
wurde. Mit einer Standardlésung von Ammoniumchlorid wurde zunachst 
die Genauigkeit der Methode iiberpriift. Eine bestimmte Menge der 
obigen Lisung wird mit 4 g Permutit im MeBkolben geschiittelt (4 Mi- 
nuten), die iiberstehende Flissigkeit, die abgegossen wurde, ergab mit 
Nesslers Reagens keine Farbung mehr, d.h. das Ammonium wurde 
quantitativ an den Permutit gebunden. Nach 2 Stunden wurden 5 ccm 
10 %ige NaOH zugegeben, um das Ammoniak in Freiheit zu setzen. 
Dann wird 30 ccm dest. Wasser zugegeben und die Fliissigkeit in einen 
200-cem-MeBkolben gegossen. Mit 10cem der Natronlauge wurde 
das gegebenenfalls noch im Permutit befindliche Ammoniak aus- 
getrieben. Wir wiederholten dies noch ein drittes Mal. Es ergab sich 
bei Anwendung von 1,000 mg N 


Nach 1. Zugabe von 5cem NaOH ....... 0,825 mg NH,-N 


AD Sate j)710 og NSO eae 0,167 ,, NH,-N 
Cee ee J BB fais O Hite take 0,006 ,, NH,-N 
dW Neal: i eS Ne ORs ae 0,001 ,, NH,-N 

0,999 mg N 


Nach dreimaliger Zugabe von Natronlauge ist der Permutit praktisch 
ammoniakfrei, 


Wir iiberpriiften weiterhin die Ammoniumaufnahme durch Permutit 
in drei Petrischalen mit einer etwas abgeaénderten Wo6ltje-Lésung. In 
die Schalen wird zuerst je 10g Permutit gegeben, die iiberstehende 
Lésung enthalt 0,5°/) K, PO, und 0,25°/, MgSO, und je Schale 1,6 mg 
Ammoniumchlorid. Nach 6 Tagen fanden wir in der Lésung im Mittel 
nur 0,04mg NH3-N, Das Ammonium im Permutit wurde nach drei- 
maliger Anwendung von NaOH (siehe oben) in Freiheit gesetzt. Es 
ergab sich 1,56, 1,58, 1,61 mg NH,-N; d.h. also bei Anwesenheit von 
Salzen in der Woltje-Lésung kann der Ionen-Austausch in der gleichen 
Weise erfolgen. Der einmal gebrauchte Permutit kann noch mehrmals 


verwendet werden, wenn er nach der’ Vorschrift von C. Urbach (1933) 
gereinigt wird. 
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B. Permutitversuche mit Endomyees vernalis. 


In einer ersten Versuchsreihe fiihrten wir Kulturen in der iiblichen 
Weise durch, bei denen an Stelle von 35g Quarzsand 8g Permutit 
verwendet wurden. Die Stickstoffquellen waren Ammoniumtartrat, 
Asparagin und Harnstoff. Eine Abfangung intermediar gebildeten 
Ammoniaks muBte nicht nur unmittelbar durch Analyse des Permutits 
im geeigneten Zeitpunkt sichtbar werden, sondern durch eine Ver- 
anderung im Fettgehalt des geernteten Pilzes, der ja von der im Substrat 
verfiigbaren Stickstoffmengen weitgehend bestimmt wird. 


Nahrmedium: Woltje-Lésung + 1/, Ammoniumtartrat, Wé6ltje-Lésung 
+ 1/, Harnstoff, Wéoltje-Lésung + !/, Asparagin. Je zwei Schalen, die 
8g Permutit statt Quarz enthalten, werden mit diesen Losungen beschickt. 
Zwei Schalen mit 1/, Asparagin und Quarz dienen als Kontrolle. Ernte 
nach 6 Tagen. 


Tabelle XV. 


| 


Trocken-|| Fett Stickstoff N im 

Nr. Nihrlésung pilz | Permutit 
| mg | % | mg | % | mg mg 
1 | Woltje +1), NH,-Tartrat ....) 3] 240 | 28,8 /81,0 4,55 |15,4/ 2,91 
2 >. 1/, Asparagin ....... | 5 812 || 21,1 165,5|/4,6 |14,3 3,14 
BaP. I Harnstoft io... S| 323 |/27,2|88,114,1 |13,2)) 3,90 
4 » + 4/,Asparagin (Quarz) ... 878 || 7,9 |29,81/5,4 [20,4] — 


Trockengewicht, Fettgehalt, Stickstoffmenge im Pilz und im 
Permutit kénnen aus Tabelle XV ersehen werden. Es ergaben sich in 
den Versuchen 1 bis 3 gegeniiber der Kontrolle 4 wesentlich héhere 
Fettausbeuten und zugleich geringere Ausbeuten an Gesamt-Stickstoff. 
Die Ursache liegt darin, da8 mindestens ein Teil des im Harnstoff bzw. 
Asparagin gebundenen Stickstoffs intermediaér in Form von Ammoniak 
auftritt und dann vom Permutit abgefangen wird, so daB also der Pilz 
in jedem bestimmten Zeitpunkt seines Wachstums tatsachlich wesentlich 
weniger Stickstoff zur Verfiigung hat, als der im Substrat zugefiigten 
Menge entspricht. Es ist durchaus méglich, daB eine friithere Analyse 
einen noch wesentlich gréBeren Anteil zugefiigten Stickstoffs als im 
Permutit gebundenes Ammonium nachgewiesen hatte. 


Die nicht allzu groBen Unterschiede zwischen den Kulturen auf 
Ammoniumtartrat einerseits und Asparagin und Harnstoff andererseits 
legen wohl den Schlu8 nahe, da die organischen stickstoffhaltigen 
Korper nicht als solche assimiliert werden, sondern erst nach Abspaltung 
des Ammoniaks. Im andern Falle ware unbedingt zu erwarten, da im 
Asparagin- und Harnstoffversuch sehr viel weniger Fett auftrate 
a's im Ammoniumtartratversuch. 
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Um den zwar unwahrscheinlichen methodischen Zweifel zu zer- 
streuen, daB auch ohne enzymatische Tatigkeit des Organismus Ammo- 
niak vom Harnstoff abgespalten und vom Permutit aufgenommen wird, 
fiihrten wir eine Reihe von Kontrollversuchen durch, in denen Woltje- 
Lésung + 1/, Harnstoff bzw. 1/, Asparagin iiber Permutit aufge- 
stellt wurden. Schale 1 und 2 eines jeden Versuchs werden in der 
iiblichen Weise keimfrei gemacht. Schale 3 blieb unsteril. Nach 7 Tagen 
wurde der Permutit auf Ammonium gepriift, wobei die Werte der 
Tabelle XVI gefunden wurden}, 


Tabelle XVI. 


| N im Per- | | N im Per- 
Nr. Nihrlésung || mutit gef. | Nr. 1 Nihrlésung | mutit gef. 
| me __m 
| (ee ra 
‘ I Waltje ] coasted bee Waltje eee 
= W |  +1/; Harnstoff | ea a4 { +7/,Asparagin | ; 
3 || : | 2,58 3 || + 0,030 


Die Ergebnisse sind durchaus eindeutig: Mit Ausnahme des un- 
sterilen Versuchs 3 lassen sich keine nennenswerte Mengen von ab- 
gespaltenem und gebundenem Ammonium nachweisen. Die Ausnahme 
von Nr.3 ist ohne weiteres erklarlich. Durch bakterielle Tatigkeit 
wurde die organische Verbindung gespalten und das entstandene 
Ammoniak vom Permutit aufgenommen. 


; | NH3-N én Permmutithultur 5 
----—-=-— ea 
4 6 8 12 loge 
Abb. 6. Ammoniakgehalt des Niihrsubstrates bei Kulturen iiber Quarz und Permutit 


im Verlauf von 12 Tagen. 


Nach den im vorigen Versuch (Tabelle XV) mitgeteilten Ergebnissen 
war zu erwarten, daB im Permutitversuch die tatsichlich vorhandene 
' Anmerkung bei der Korrektur: DaB Asparagin als solches vom Natrium- 
permutit nicht absorbiert wird, hat vor kurzem F.S. Schlenker (Plant 
Physiol. 15, 701, 1940) berichtet. Beziiglich des Harnstoffs kam schon 


frither J. Whitehorn (Journ, biol. Chem. 56, 751, 1923) zum gleichen negativen 
Ergebnis. ; 
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Menge von freiem gelésten Ammonium merklich tiefer legen muBte, 
als im entsprechenden Quarzsandversuch. Eine einschligige Versuchs- 
reihe zeigte die Berechtigung dieser Annahme. 


Versuchsanstellung: Mit Woltje + 1/, Asparagin werden je sechs 
Schalen mit Quarzsand wie iiblich und sechs Schalen mit Permutit als 
Unterlage beschickt. Nach der Impfung wird die Kultur wieder bei 
20° aufgestellt und nach 4, 6, 8 Tagen der Ammoniumgehalt der Nahr- 
losung bestimmt. Die in Abb. 6 gezeichneten Kurven entsprechen den 
Mittelwerten zweier Parallelkulturen. 


Es zeigt sich also, daB die Lésungskonzentration an Ammonium 
in unseren Kulturschalen iiber Permutit konstant sehr niedrig gehalten 
wird und nur wenig um 0,05 mg N je 15cem schwankt. Die Quarz- 
sandversuche hingegen zeigen eine Ammoniumkonzentration, die in 
allen Tagen um ein Vielfaches héher liegt. Wir bemerken auBerdem 
auch in der 12tagigen Kulturdauer eine deutliche Zunahme. Dies laBt 
wahrscheinlich darauf schlieBen, da& der Pilz mehr Ammonium aus 
dem Asparagin abspaltet als er assimiliert. Zu Ende der Kultur koénnte 
allerdings auch bereits Ammonium auftreten, das aus dem EiweiB- 
abbau stammt. Jedenfalls geht aber aus den Ergebnissen klar hervor, 
daB fiir das Ausmaf der Fett- (bzw. EiweiSbildung) die jeweils vor- 
handene Ammoniumkonzentration den entscheidenden Faktor darstellt. 
Dies bedeutet selbstverstandlich keinen Widerspruch mit den Ergeb- 
nissen von S. Heide (1939), sondern eine Vertiefung derselben auf Grund 
eingehender physiologischer Analyse. 

Uber die mégliche Summation der Wirkung von Minimalkonzentra- 
tionen an Stickstoff in der Nahrlosung vergleiche man im iibrigen die 
Ergebnisse von S. Heide (mit FlieBkulturen) und die in Tabelle XVIII 
mitgeteilten Versuche. 

Nach den Ergebnissen der Permutitversuche (Tabelle XV) war es 
sehr wahrscheinlich, daf das an Permutit gebundene Ammonium 
wieder vom Pilz verwendet werden kann, sobald der Ammoniumspiegel 
in der Nahrlésung soweit sinkt, dai Ammonium aus Gleichgewichts- 
griinden aus dem Permutit in die Losung frei gegeben wird. Immerhin 
schien es wiinschenswert, solche Versuche auf etwas breiterer Basis in 
der Weise zu wiederholen, da von vornherein der gesamte Stickstoff- 
vorrat des Kulturmediums als im Permutit gebundenes Ammonium 
dargeboten wurde. Zur Untersuchung der Frage wurden Versuche in 
drei Gruppen von Kulturen angestellt: 

Bei Gruppe A wurde die fiir die Kultur bestimmte Stickstoffquelle 


(Ammoniumchlorid, Ammoniumtartrat) in der Lésung tiber Permutit 
stehengelassen, der Permutit ausgewaschen und mit berechneter Menge 


N-freier Woltje-Losung erganzt. 
Gruppe B. Permutit wird mit der vollstandigen stickstoffhaltigon 
Lésung iibergossen und unmittelbar darauf wird die Impfung vorgenommen. 


166 H. Raaf: 


Gruppe C besteht aus Kulturen auf Quarz, die Woltje- Lasung in der © 


gleichen Konzentration wie bei A und B enthalten. Gruppe C diente als 
Kontrolle. 


Nr. Al. Versuchsanstellung: 107 mg NH,Cl werden in 15 ccm dest. — 


Wasser gelést und 5 Stunden iiber Permutit in Petrischalen stehengelassen ; 
die Lésung wird abgegossen, sie enthalt nur 0,63 mg N als NH,Cl, das 
iibrige Ammonium wurde vom Permutit aufgenommen. Nach zweimaligem 
Auswaschen mit sterilem dest. Wasser werden 3ccm Woltje-Losung in 
fiinffacher Konzentration ohne N zugegeben. 

Nr.A2. Wie Nr. Al, nur mit 184mg Ammoniumtartrat. Diese 
Menge entspricht der normalen 1/, Asparaginlésung. 

Nr. B1. Zu 8g Permutit in der Schale werden 15 cem Woltje-Lésung 
gegeben, die als N- Quelle 184mg Ammoniumtartrat enthalt. Nach Auf- 
legung des Filtrierpapieres wird sofort beimpft. 

Nr. B2. Wie Nr. B1, nur mit der’ halben N- Konzentration (92 mg). 

Nr. C 1. Wéltje-Lésung mit 184 mg Ammoniumtartrat (statt Asparagin). 
Kulturen auf Quarz. 

Nr. C 2. Wie Nr. C1, nur mit 92 mg Ammoniumtartrat. 

Die Schalen werden zusammen nach 5 Tagen aufgearbeitet. 

In der Tabelle XX sind die erhaltenen Rohfettzahlen angegeben. 


Tabelle XVII. 


Versuch Nr. | Al Chae | Wie eek ae 3 C1 tee 
1] | 
a | * ll, NHy- |} 1/1 NH,g- | t/. NH,- 1/, N H4- lo N Hy- 
N- Quelle "iy NHACl|  qartrat i Tartrat | Tartrat | iste Tartrat 
. > | i} 
NinmgjeSchale, 28 28 age bts | 28 14 
Fett in % | 
in Trockenpilz)) 16,6 26,3 22,7 33,3 6,0 9,1 
_{| Nim Permutit | Permutit als Unter- 
Bemerkung: } zugegeben lage Quarz als Unterlage 


Ks ergibt sich aus dem in Tabelle XVII wiedergegebenen Versuch : 
Erstens: Das an Permutit gebundene Ammonium wird vom Pilz 
ausgenutzt, der Pilz wachst auf allen Permutitkulturen sehr kraftig an. 
Aus duferen Griinden konnte bei einigen Versuchen die Trocken- 
gewichtsbestimmung nicht durchgefiihrt werden (vgl. Versuche der 
nachsten Tabelle). 
Zweitens: Der Fettgehalt ist in den Permutitkulturen A und B 
gegentiber der Kontrolle auf Quarz (Gruppe C) wesentlich erhoht. - 
Drittens: Die in der Versuchsgruppe mit Quarz beobachtete Reihen- 
folge des Fettgehaltes von 6,0°/) bei 28 mg je Schale und 9°/, bei 14 mg 
_je Schale findet sich auch im Versuch mit Permutit wieder (bei Gruppe B1 
22,7°/9 Fett, bei Gruppe B 2 33,3°/, Fett). Dies la8t vielleicht darauf 
schlieBen, da8 der Ammoniumspiegel in der Nahrlésung von dem 
Ammoniumyorrat im Permutit abhangig ist. Es kénnte allerdings 
auch so gedeutet werden, daB ein héherer Ammoniumvorrat im Permutit 
zeitlich langer vorhilt. Immerhin zeigten uns Modellversuche, da® der 


* 
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Ammoniumgehalt von Wasser, welches iiber ammoniumbeladenen 
Permutit geschichtet wurde, in Abhangigkeit vom Ammoniumgehalt 
des Permutits steht. In der an austauschfaihigen Ionen reichen Woltje- 
Lésung kénnen die Verhaltnisse anders liegen. 

Viertens: Wie eigentlich zu erwarten, macht es keinen grundsitz- 
lichen Unterschied aus, ob der Pilz auf Permutit geimpft wird, der 
bereits mit Ammonium beladen, oder ob ‘die Zugabe der ammonium- 
haltigen Nahrlésung zum Permutit fast gleichzeitig mit der Impfung 
geschieht, der anwachsende Pilz also mit dem Permutit gewissermafen 
mit dem Ammonium in Konkurrenz tritt. Die Absittigung des Per- 
mutits erfolgt sehr viel rascher als die Ammoniumaufnahme durch die 
langsam sich entwickelnde Pilzkultur. 

Wir wiederholten diese Versuchsserie, da der eingesetzte Zucker 
nicht tiberall verbraucht war, und weil die Trockengewichte der Pilzernte 
_wegen Unfallen beider Aufarbeitung nicht quantitativ bestimmt werden 
-konnten. Der Versuchsplan der etwas gekiirzten neuen Reihe blieb 
der gleiche. Gruppe A, Versuche 1 und 2, Gruppe B, Versuch 1 mit 
Permutit; Gruppe C, Versuch 1 mit Quarz, wie im Vorversuch. Die 
Rertoheahicn beziehen sich immer auf zwei Schalen. 

Die Ergebnisse der Tabelle XVIII schlieBen sich in bestatigendem 
Sinne an die letzte Versuchsreihe an. Ein Vergleich zwischen den 
einzelnen Versuchsgruppen ist besonders leicht, weil die verwendete 
Stickstoffmenge beiallen vier Versuchen gleich war. Um so auffallender 
sind die groBen Unterschiede im Fettgehalt zwischen dem Permutit und 
den Quarzsandkulturen (Versuche A und B gegentiber C). Die prozen- 
tuale Stickstoffmenge im Pilz ist dementsprechend bei den Permutit- 
versuchen deutlich niedriger. Die drei Zahlen fiir den Fettgehalt der 
_ Permutitversuche A 1, A 2, B1 stimmen innerhalb enger Grenzen mit- 


Tabelle XVIII. 


Versuch Nr. Al A2 AN ES Bi ; Ol 

Zucker (Invertzucker) X 

in Lésung, Beginn in mg.......... 2390 2390 2390 2390 

a ee Mndé. ins Mmg 2... %\s.2% 22,7 30,0 30,0 100 

Wembraiie Nima C8 stirs sie atte ro iste: 2367 | 2360 2360 2290 
Stickstcff 

zugegeben in Mg ..........-+--++- 56 56 56 56 

ncey iin OSUN gene Cie lays cis cee 0,56 0,61 0,96 2,53 
Wrockenpilzsin Mg 4... 6... ee 1159 1143 1080 1113 
Wettie C/peln LeOCKEM PLZ, ol.) inhale Yes) 28,6 26,9 12,0 

Harr: by Sa as : ee Noe ee | 300 307 290 133,5 
Stickstoff im Pilz in °/) in Trockenpilz 4,35 | 3,39 3,00 5,38 

# Reena WOE eh Seaaes ae ras ae Hot RO OS eien4b ot 40,5. | 

Stickstoff im Permutit in mg........ | 5,0 | 8,6 os - 
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einander iiberein. Auf die Auswertung der Fett-Zuckerbilanz kommen 


wir im letzten Abschnitt unserer Arbeit zuritick. 


Wir koénnen anschlieBend noch darauf hinweisen, daB sich das — 
Ergebnis der hier beschriebenen Versuche mit der Lindnerschen Vor- : 


stellung von der zeitlichen Trennung der ,,Eiwei8- und Fettgeneration® 


~ 


nicht vertragt. Unter den relativ konstanten Bedingungen des Per- — 


mutitversuchs wachst der Pilz offenbar von vornherein in einer ,,Fett- 
generation“, wahrend es in der Quarzsandkontrolle zur Ausbildung 
einer ,,Fettgeneration‘‘ iiberhaupt nicht kommt. 


VII. Zur Frage der Umwandlung von Fett und Eiweif — 


und umgekehrt. 
A. Neubildung von Eiwei8 aus Fettreserven. 


Die Versuche zu Beginn unserer Arbeit bringen den Nachweis, dai 
eine fettreiche Pilzkultur nur einen geringen Gehalt an Rohprotein 
besitzt. Es stehen sjch 9,4°/, Rohprotein bei Fettkultur und 34,4 °/, 
Rohprotein bei fettarmer Kultur gegeniiber. 9,4°/, Rohprotein diirften 
noch nicht das Minimum des E:weifbgehaltes fiir den Pilz darstellen, 
jedoch wire eine weitere Einlagerung von Eiweif bei Stickstoffzugaben 
denkbar. Wir untersuchten nun, ob eine Neubildung von Eiweif aus 
Fettreserven bei alleiniger Zufuhr von Harnstoff méglich ist. 


Uber Beziehungen zwischen Eiweif und Fett berichtet H. Miiller in 


einer Arbeit. Im Mittelpunkt des Zellstoffwechsels sieht er das 3-C-Skelett, — 


das das physiologisch nachgewiesene Miteinanderverwebtsein des Stoff- 
wechsels chemisch anschaulich macht.‘‘ Aminosdéuren sollen aus Fett tiber 


Brenztraubenséure und Milchséure gebildet werden. A.C. Chibnall (1939) — 


bringt in seiner Monographie des pflanzlichen EiweifSstoffwechsels auch 
einen Hinweis iiber die Bildung von Eiweifs aus Fetten. Der Weg soll von 
den Fetten tiber «-Ketoséiuren zu den «-Aminosaduren gehen. 


Um zu priifen, ob Endomyces vernalis imstande ist, auf kohlen- 
hydratfreiem, aber stickstoffhaltigem Nahrboden seine Fettreserven fiir 
die Neubildung von Aminosiuren bzw. Eiwei8 zu verwenden, fiihrten 
wir zwei Reihenversuche mit Nahrbodenwechsel durch. Der stickstoff- 
arme, aber fettreiche Pilz wird iibersetzt auf eine Woltje-Lésung, die 
auBer Mineralsalzen nur '/, Harnstoff, aber keinen Zucker enthilt. 
Nach entsprechender Kulturdauer wird die Verainderung des Fett- und 
Eiweibgehaltes festgestellt. 


Versuchsanstellung: Reihe T, zwélf Schalen mit Woltje-Lésung + 1/, 
Harnstoff (Lésung 1) werden gleichmaBig beimpft, nach 3 Tagen drei Schalen 
geerntet, die Pilzkultur der restlichen neun Schalen nach dem Auswaschen 
iberfiihrt in neue Schalen mit Wéltje +1/, Harnstoff ohne Zucker (Lésung 2). 
Die Aufarbeitung von je drei Parallelschalen erfolgt am 5., 7. und 9. Tage. 
Reihe U wie Reihe T; der Wechsel der Nahrlésung wird jedoch nach 
6 Tagen, die Aufarbeitung der iibrigen Schalen nach 8, 10 und 12 Tagen vor- 
genommen. 


“ 
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Die Tabellen XIX und XX bringen unsere Versuchsergebnisse. Wir 


bemerken, daB das Fett in beiden Fallen eine Abnahme erfahrt. Gleich- 


Tabelle XIX. Fett- und EiweiBgehalt bei Wechsel der Stickstoft- 
ernahrung nach 3 Tagen. Reihe T. 


Kulturdauer 


in Tagen Rohfett Stickstoff Restzucker 
Nis || Trockenpilz ||. nach 
in ‘ - || 3 Tagen 
Gesamt Lésung 2 nf % mg % mg } te 
a 3 0 113 40,5 | 46,6 | 1,30 |1,50 | 340 
2 3 0 120 41,0 49,3 || 1,30 | 1,56 332 
3 3 Eas en) 110 41,0 44,4 ieee ee. oO _ 3854 
4 Mittel: 114,2 40,8 | 46,5 ces Dua Os 349 
5 5 2 106 2,10 2,21 360 
6 5 2 109 2,20 2,40 _ 
4 5 2 101 1,85 ie 374 
8 Mittel 105.3 39,0 41,0 2,05 2,16 367 
$) qf 4 100 yt Sel A tah 74) 355 
10 7 4 87 3,61 ete) 887 
11 @ 4 103 3,00 3,09 331 
12 Mittel: igen oi al 36,7 || 3,39 3,32 358 
13 9 | 6 76 3,90 ee | 3835 
14 9 | 6 94. O,20Ue hae oe 348 
15 9 | 6 60 3,80 \eeeesco 3809 ‘: 
16 Mittel : 77,8 29,8 2a so) 3,41 2,63 aie 


Tabelle XX. Fett- 


ernaéhrung nach 6 Tagen. Reihe U. 


und EiweiBgehalt bei Wechsel der Stickstofft - 


Sere awe? Rohfett Stickstott || Restzucker 
Nr 3 Trockenpilz |_ 1, Lésung 
5 pr ¢ | in o | mie oy me /nach 6Tagen 
esaml iT dsung 2 | mg o | /o mg 
al 6 0 195 1,48 2,88 120 
2 6 0 204 1,15 2,30 i122 
3 F 0 192 140 | 270-| (9) 
4 Mittel: 198 41,1 Boel 1,34 2,63 121 
5 8 2 183 1,90 3,48 111 
6 8 2 189 2,00 aiatitos 126 
7 8 2 179 2,40 4,28 ‘ ils bal 
8 || Mittel : 184 37,2 | 68,9 || 2,10 | 3,86 || 116 
9 10 4 (140) 2,35 — 127 
10 10 4 160 2,65 4,25 ||. 131 
up! Oe 4 164 2,25 Be (Oe BLD, r 
12 Mittel : 162 B49 -bhb66 WAS 18,97 ahs. 127 
13 12 6 153 2,28 8,50 124. 
14 1 6 160 2,00 3,20 122 
fo WAS P26 139 250 | 3,46 | 138 
16 151 33,1 49,8 2,26 sSyh5\ oJol| ead hae. 


Mittel : 
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zeitig nimmt auch das Trockengewicht ab, und zwar starker als durch 
den Fettschwund zu erklaren ist. Eine Adanhines des Trockenpilzes ist 
durchaus zu erwarten, da dem Organismus von aufen kein energie- 
lieferndes Material zur Verfiigung steht. 


Der im Pilz gebundene Stickstoff nimmt hingegen, sowohl was den 
prozentualen Gehalt betrifft, als auch in der Gesamtmenge (mg je 
Schale) eindeutig zu. Es wird also unter den gewahlten Versuchs- 
bedingungen offensichtlich Eiwei®B neu gebildet. Da8 dieses Eiweil 
durch Zusammenbau von Zwischenprodukten der Fettdissimilation 
mit dem Stickstoff aus der Nahrlésung entsteht, ist durchaus méglich, 
laBt sich aber nicht mit Sicherheit beweisen, da wie schon angedeutet, 
in den meisten Fallen die Abnahme an Zelltrockengewicht gréRer ist 
als die Abnahme von Fett. Es bleibt also noch Raum fiir die Annahme, 
da& fiir die EiweiBsynthese die Abbauprodukte anderer in der Analyse 
nicht erfaBter Zellbestandteile dienen. In einigen Fallen, so z. B. in 
der Reihe U zwischen dem 6. und 8. Tag, stimmt die Trockengewichts- 
abnahme und der Fettschwund so weitgehend iiberein, dab wenigstens 
hier eine EiweifSneubildung auf Kosten des Reservefettes sehr wahr- 
scheinlich ist. 


B. Umwandlung von Eiwei’ in Fett. 


Einer experimentellen Analyse viel schwerer zuganglich ist die_ 


Frage, ob Fett auf Kosten von EiweiSabbauprodukten bei unserem 
Organismus neu gebildet werden kann. Die Méglichkeit einer solchen 
Umwandlung steht deshalb zur Diskussion, weil ja durch Desaminierung 
der Aminosiusen in den Ketoséiuren Zwischenprodukte entstehen, die, 
wie bekannt ist und wie sich in unserer Arbeit bestitigte, zur Fett- 
synthese verwendet werden kénnen (vgl. Mothes, 1940). 


Eine Bildung von Fett aus Albuminaten und EiweiBstoffen wurde 
schon 1880 von C. v. Ndgeli und O, Loew untersucht. Auf 1°/,iger Pepton- 
lé6sung wuchs bei Zusatz von Salzen Aspergillus sehr gut und bildete 14,8 % 
Fett. Es wurde als Méglichkeit angefiihrt, daB bei Zuckerernahrung auch 
die Fettbildung erst aus dem entstehenden Eiwei® vor sich geht. Uber den 
nichsten Ursprung des Fettes konnten damals noch keine Aufschliisse 
gegeben werden. Th. Bokorny (1918) spricht sich dafiir aus, daB wohl eine 
Fettbildung aus HefeeiweiB méglich ist, ja da bei Kohlenhydraternahrung 
zuerst Protoplasmaeiweif gebildet wird, aus dem dann Fette abgespalten 
werden. Insbesondere haben aber H, Wielandund F’, Wille (1935) festgestellt, 
daB Hefefett vielleicht auf Kosten von EiweiBsubstanz gebildet werden 
kann. Sie fanden némlich bei Bilanzversuchen, da®& Hefe im Hunger- 
zustand durch Schiitteln bei Sauerstoffzutritt ihren Rohfettgehalt bedeutend 
erhéht. Die Verminderung der Hefesubstanz wird dabei durch die Abnahme 
der Kohlenhydrate in den meisten Fallen bei weitem nicht erklart. Es wird 
deshalb die Frage aufgeworfen, ob die Zunahme an Lipoiden nicht wenigstens 
teilweise auf Kosten des EiweiBvorrates der Zellen erfolgt. 


(oe oe bet 
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In unserem nachfolgenden Versuch wird Endomyces, der aut 
Woltje + +/, Harnstoff vorgeziichtet wurde, nach 6 Tagen durch 
Ubersetzen auf Woltje-Losung ohne Zucker und ohne Stickstoff in 
Hungerbedingungen gebracht. In Abstanden von 2 Tagen wird der 
Pilz geerntet und der Analyse unterworfen: Tabelle XXTI. 


Tabelle XXI. 


as e || Rest- Be- 
Zeit in Tagen |) | Aa Oi em Fett Stickstotf PT aGers lehesiariaen 
davon in ge- losung eg * | ice in Lésung 
Lésung 2| erntet we % i. T.| mg %i.T.| mg |} me st 
0 6 — 392 7,2 | 28,2 || 6,05 | 22,7 131 We) 
2 8 Woltje, 361 TOMO. 3 ale Oel: 22,0 125 1,74 
ohne } 
Zucker, 
ohne N 
4 10 Dasselbe| 352 6,5 | 22,8 || 6,0 2,2 136 2,09 
6 a 7 334 5,2 | 16,8 || 5,9 19,6 — | — 


Unter Hungerbedingungen erfahren sowohl das Gesamttrocken- 
gewicht wie auch die analysierten Zellbestandteile Fett und Stickstoff 
eine Abnahme. Dabei ist aber bemerkenswert, da die Abnahme des 
Fettes sehr viel schneller vor sich geht als die Abnahme der stickstoff- 
haltigen Substanz, obgleich wir durch die Vorkultur den Pilz so ge- 
zuchtet hatten, daB in den Zellen relativ wenig Fett und relativ viel 
Eiwei8 vorhanden war. So betrug die Abnahme des Fettes vom 6. bis 
zum 12. Tage 45,0°/,, die Abnahme der stickstoffhaltigen Substanz 
13,6°/). Als Reservestoff fiir den Betriebsstoffwechsel dient wohl in 
erster Linie das Fett und dann das EiweiB. Ganz ahnliche Verhaltnisse 
haben wir iibrigens ja auch bei den in Abschnitt III (s. Abb. 1) dar- 
gestellten Versuchen gefunden. Dieses Verhalten findet im tibrigen 

auch in vielen Befunden bei den héheren Pflanzen seine Parallele. 

Fiir eine Synthese von Fett aus EiweiBbestandteilen ergab sich 
unter den gewahlten Versuchsbedingungen kein Anhaltspunkt. 


C. Das Verhalten der Zellproteine beim Wachstum des Pilzes auf 
stickstofffreier Nihrlosung. 


Schon zu Beginn unserer Arbeit haben wir auf die Theorie von 
Lindner hingewiesen, nach welcher sich der Ubergang von der ,, KiweiB- 
zur Fettgeneration‘‘ des Pilzes in folgender Weise vollziehen soll: Bei 
Stickstoffmangel ist der Pilz nicht imstande, neues Eiweif zu syntheti- 
sieren. Tritt bei alleinigem Zusatz von Kohlenhydraten eine Ver- 
mehrung der Zellen ein, so wird das ,,Eiweif’ der Mutterzellen in soviel 
Teile aufgeteilt, als Tochterzellen angelegt wurden‘. Mit zunehmender 
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Verarmung an Plasma entschadigt sich die Zelle durch Aufnahme 
von Zucker und dessen Umwandlung in Fett (P. Lindner, 1917; siehe 
auch H. Fink, H.Haehn und W. Hoerburger, 1938, 8.116). Es ist 
klar, daB auf stickstofffreier Nahrlésung neugebildete Zellen ihre 
stickstoffhaltigen Zellbestandteile irgendwie aus dem EiweiSvorrat der 
Mutterzelle beziehen miissen. Der von Lindner hierbei angenommene 
Mechanismus ist keineswegs experimentell bewiesen und theoretisch 
auch nicht zwingend. Es ist ebensogut denkbar, da in den Aalteren 
Zellen ein Abbau der Proteine vor sich geht (bis zu den Aminosauren 
oder bis zum Ammoniak), und daB die neugebildeten Zellen eine Re- . 
synthese von Eiweif auf Kosten der gebotenen Ausgangsstoffe durch- 
fiihren. Wenigstens die letztere Méglichkeit erschien uns experimentell 
erfaBbar. Ist nimlich die Annahme richtig, da bis zam Ammoniak 
abgebautes EiweiB von den neugebildeten Zellen zu Proteinen syntheti- 
siert wird, so miiBte sich durch unser Permutitverfahren (vgl. 8S. 163 ff.) 
dieser Vorgang beeinflussen lassen. Durch Ubersetzen des eiweib- 
reich vorgeziichteten Pilzes auf Permutit und stickstofffreie Nahrlésung 
wire dann eine geringere Zellenbildung und Abnahme des in der Pilz- 
ernte gebundenen Stickstoffs zu erwarten. Der Fehlbetrag an Stickstoff 
mii®te im Permutit gebunden wiedergefunden werden. 

Versuchsanstellung: Der Pilz wird auf- Woltje-Lésung + 1/, Asparagin 
3 Tage lang vorkultiviert; nach dieser Zeit werden drei Schalen abgeerntet. 
Die tibrigen Pilzdecken werden mitsamt der Unterlage nach Auswaschen 
in sterilem dest. Wasser auf neue Nahrlésungen gebracht, und zwar auf 
drei Schalen mit W6ltje-Lésung ohne Stickstoff (iibliche Zuckerkonzentra- 
tion), die Permutit als Unterlage enthalten; drei andere Schalen enthalten 
die gleiche Nahrlésung, jedoch Quarz als Unterlage. Die Ernte und Auf- 
arbeitung der iibersetzten Kulturen erfolgt nach 6 Tagen. Die Bestimmung 
des Trockengewichtes, Fett- und Stickstoffgehaltes im Pilz, Stickstoff- 
gehaltes im Permutit erfolgt in der itiblichen Weise. 

Die Ergebnisse, die in Tabelle XXII zusammengestellt sind, 
zeigen uns: Die Versuche 4—9 weisen gréfere Schwankungen im 
Trockengewicht auf. Die Unterschiede der Mittelwerte sind statistisch 
wohl noch nicht gesichert, ihrer Richtung nach liegen jedoch die Werte 
bei den Permutitversuchen etwas niedriger als bei den Quarzkulturen. 
Das gleiche gilt fiir die Ergebnisse der Stickstoffanalyse. Die vom 
Permutit abgefangene Menge ist verhiltnismaBig gering und betragt 
nur 2—2,5°/) des gesamten Stickstoffvorrates. 


Dies lift sich in mehrfacher Weise deuten. Die vom Pilz aus- 
geschiedene Ammoniakmenge kénnte in jedem Augenblick so gering 
sein, daf} sie von den neu zuwachsenden Zellen sofort wieder assimiliert 
wird und da eine wesentliche Anhéufung von Ammonium in Bindung 
an den Permutit iiberhaupt nicht auftreten kann, Auch ware es méglich, 
da in einem Zeitpunkt der Kultur vor Durchfithrung der Analyse 
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Tabelle XXII. 
SSS eee 


Kultur-|'Trocken- Rohfett stickstote || PN) pow | wi 
Nr. || dauer pilz Angveed micien Parmutit Unterlage 
Tage mg | % mg % mg mg mg mg 
Ge) 259 || 81 | 21,0 || 5,80 | 15,0 || 11,8 | 452 | — Quarz 
Caper e ae 201) 8.6 sho, 511'6,.00' 1 15;1 ||) 10,6) 425 1°} 
BE 8. of (205) | 8,7 | 17,97 670 |ott,7 Ih. — |: (460) is 
M*|| 3 255 8,60 | ‘21,7 || 5,90 | 15,05|| 11,2:| 438,5/ — 
41| 6, | 558 | 84,5 | 193,0 | 2,20 | 15,0 || 10,4) 440°| + | Quarz 
bb. |. 6 Bean 84,254 12010 || 2,20! 14 2olh, 10,80 426..h 0 eae |o oo, 
6 || 6 573, | 38,4.|191,0 || 2,55 | 14,6..|| 12,0 | 421 7 — ~ 
M*i| 6 551 || 33,4 | 184,7 || 2,65 | 14,6 || 11,0 | 429 - 
7 6 518 || 33,2. | 172,0 || 2,60 | 13,0 || 11,9 | 454 | 0,300 | Permutit 
8 || 6 585 |] 34,0 | 182,0 || 2,50 | 13,4 || 10,7 | 428 | 0,270. ¢ 
9] 6 539 || 34,5’ | 187,0 || 2,56 | 13,6 || 12,1 | 439 | 0,851 | ,, 
M*|| 6 531 || 84,0 | 180,0 || 2,65 | 13,3 | 11,6 | 440 | 0,340 


* Mittelwerte. 


mehr Ammonium am Permutit gebunden war, aber schon wieder in 
den aufbauenden Stoffwechsel des Pilzes mit einbezogen wurde. Ebenso- 
gut ist denkbar, daB der EKiweiBabbau, falls ein solcher stattfindet, 
nicht bis zur Desaminierung der Aminosauren fortschreitet, sondern 
daB stickstoffhaltige EiweiBbausteine zur Resynthese von neuem 
ZelleiweiB verwendet werden. Es kann aber auch die von Lindner 
vertretene Auffassung zutreffen. Eine endgiiltige Stellungnahme zu 
dieser letzteren ist auf Grund unserer Versuche nicht méglich. 

Wir dachten auch an die Méglichkeit, daB ausgeschiedenes Ammo- 
niak, noch ehe es auf dem Diffusionswege durch das Filtrierpapier den 
Permutit erreicht, von Pilzzellen wieder aufgenommen wird. Wir 

stellten einige Kontrollversuche in der Weise an, daB Permutit auch 
_ iiber die Pilzmasse gestreut wurde, die sich auf der zweiten Nahrlésung 
befand. Die experimentellen Bedingungen fiir die Analyse werden 
durch die Schwierigkeit der sauberen Trennung von Pilz und Permutit 
recht ungiinstig. 

In einigen Versuchen betrug die an Permutit gebundene Ammoniak- 
menge 0,408, 0,332, 0,513 mg. Die Werte sind also etwas hoher als bei 
der. ferme tichen Versuchsanstelinng, jedoch noch immer verhaltnis- 


maBig niedrig. 
VIII. Fett- und Eiweibbildung bei anderen 
-Mikroorganismen. 
A. Vergleich zweier Endomyces-Stimme verschiedener Herkunft. 


Da die verschiedenen Stimme von Mikroorganismen eine weit- 
gehende Ma pone ta Tea des physiologischen Verhaltens, wenigsten in 


ieee 
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quantitativer Beziehung aufweisen, lag es nahe, neue Endomyces- 
Stiémme auf ihre Fahigkeiten (Fett- und EiweiBbildung) zu priifen. 
G. A. Nadson und A.G. Konokotina isolierten mehrere Staémme von 
Endomyces vernalis; eine Rasse erzeugte viel, die andere wenig Fett. 
Sie wahlten Endomyces-Formen, die einmal vorzugsweise eine Quelle 
zur Gewinnung von EiweifSstoffen und andererseits eine von Fett dar- 
stellten. Auch Heide benutzte zu einem Versuch (8. 156, Tabelle VII) 
verschiedene Endomyces-Stamme. Es ist allerdings nicht ausgeschlossen, 
da&B seine drei Stamme alle auf den Stamm Lindners aus dem Institut 
fiir Garungsgewerbe Berlin zuriickgehen. Fiir seine iibrigen Versuche 
benutzte Heide stets den gleichen Stamm ,, Berlin“. 

Im Friihjahr 1938 isolierten wir aus dem Safte frisch geschlagener 
Birken (Stadtwald Nagold, Wttbg.) einen neuen Stamm von Endomyces 
vernalis, der auf Wéltje-Lésung gutes Wachstum zeigte. 

Wir verglichen den Stamm ,,Berlin‘‘ mit dem Stamm ,,Nagold‘ 
in zwei Parallelreihen mit abgestuftem Stickstoffgehalt. Als Stickstoff- 
quelle diente Harnstoff in den Konzentrationen von #/g9, 4/49, 4/20; 
4/,) und 4/,°/). Je zweimal fiinf Schalen wurden mit Stamm ,, Berlin“, 
zweimal fiinf Schalen mit Stamm ,,Nagold‘‘ beimpft. Nach 6 Tagen 
erfolgte die Ernte. Die Trockengewichte, Fett- und Stickstoffgehalt 
sind in Tabelle XXIII einander gegeniibergestellt. 

Es 1a Bt sich wieder die klare Abhangigkeit der Fett- und Stickstoff- 
menge vom Stickstoffgehalt des Mediums feststellen. Man erkennt 
beim Vergleich, da grundsitzliche Unterschiede im Stoffwechsel der 
beiden Stémme nicht vorhanden sind. Unter gleichen Bedingungen 
ist die Trockenpilzmenge bei Stamm N etwas niedriger als bei Stamm B- 


Tabelle XXIII. Fett- und EiweiBbildung verschiedener Staimme. 
B = E. vernalis Stamm Berlin. N = Stamm Nagold. ~ 


Harnstoff in % <4... | 4/80 4/40 / 4} 


| 20 4I10 415 
mg.N pro Schale ..... 3,5 7,0 14,0 28,0 56,0 
N in % der Nihrlésung I 0,223 0,446 0,934 - 1,86 3,72 
d des 
+ ||} le 2a Ba 
a. ah bs ] a pene ee Nii Se ‘epee 5b 
cenvilz | 2 || 205 302 330 358 360 
mg Trockenpilz \N 192 303 305 314 393 
9/) Rohfett im ee | 42,6 39,0 24,7 7,0 6,5 
Trockenpilz N | 40,0 35,9 wayil 8,37 7,90 
%/o Gesamtfett | B | 87,6 19,0 81,5 25,06 23,5 
in mg N || 76,8 108,0 Sey ft (ON5) 26,3 25,5 
o1, N | BH 1,31 1,94 38,30 5,31 5,90 
im Trockenpilz | N ‘| 127 1,98 3,21 4,11 5,82 
: P B ii 2,20 5,85 10,09 19,0 2152 
N J \| 2 > ’ ot, 
pois th 2,43 6,02 9,90 14,1 18,6 
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Im prozentualen Fettgehalt beobachtet man nur geringfiigige Unter- 
schiede. Die Fettausbeute je Schale liegt dann wegen des geringeren 
Trockengewichtes bei Stamm N auch niedriger. Der EiweiSgehalt von 
Stamm N ist mit Ausnahme von Versuch 2b allgemein geringer. Durch 
Ziichtung anderer Stiémme ist eine weitere Steigerung der Fettausbeute 
nicht sehr wahrscheinlich. 


B. Versuche mit anderen Mikroorganismenarten. 


Die Giiltigkeit der von S. Heide gefundenen und von uns einer 
naheren physiologischen Analyse unterzogenen Abhangigkeit der Fett- 
und HiweiBbildung von der eee ee ist bisher nur fiir 
Endomyces vernalis untersucht worden. 


Schon in der Arbeit von Heide wurden jedoch einige Angaben des 
Schrifttums angefiihrt, die auf ahnliche Abhangigkeit bei ganz. anderen 
Mikroorganismen hinweisen, aber immer nur den Fett- oder EiweiBgehalt 
betreffen. So berichten Z. A. Prill, P. R. Wenk und W. H. Peterson (1935). 
tiber Kultur von Aspergillus Fischeri bei abgestuftem Stickstoffgehalt in der 
Nahrl6ésung. Aus ihren Tabellen geht hervor, daB sich vermehrter Stickstoff- 
gehalt im Substrat in erhéhter Fettbildung dieses Schimmelpilzes auswirkt. 
Weniger eindeutig sind die Befunde von H. Ward und Mitarbeiter (1933); 
auch sie fiihrten bei Penicillium javanicum Versuche mit Nahrlésungen 
verschiedenen Stickstoffgehaltes aus. Da indes andere wichtige Versuchs- 
bedingungen (Beliiftung) nicht konstant gehalten wurden, la8t sich aus 
erhéhter Fettbildung noch kein Schlu8 auf einen ursdéchlichen Zusammen- 
hang mit geringer Stickstoffversorgung ziehen. In Kolbenversuchen zeigte 
ihr Pilz bei gleichbleibendem Stickstoffgehalt und Abstufung der zugesetzten 
- Glucose ein Optimum der Fettbildung bei 30—40%% Glucose. Doch legt 
es naher, hierbei an eine Beeinflussung durch die hohen osmotischen Werte 
der Nahrlésung (siehe S. Heide, 8. 172) zu denken, als an die Wirkung des 
N/C-Verhaltnisses. H. Fink, G. Haeseler und M. Schmidt stellten ebenfalls 
an Oidium lactis im Rahmen ihrer Fettuntersuchungen Versuche mit ver- 
schieden hohen Gaben von Stickstoff an. Sie fanden, da steigende Zugaben 
von Harnstoff, Ammoniumsulfat und Ammoniumphosphat innerhalb 
bestimmter Grenzen einen Anstieg des prozentualen Gehaltes an Stickstoff 
jim Pilz bewirken, was im Einklang mit unseren Befunden steht. Die Fett- 
bestimmung unterblieb jedoch. 


Im nachfolgenden werden Versuche beschrieben, in denen die Fett- 
und EiweiBbildung von Pilzen verschiedenster systematischer Stellung 
bei quantitativ verschiedener Stickstoffversorgung untersucht wurden. 
Da grundsatzlich wohl einer jeden lebenden Zelle die Fahigkeit zur 
Fettbildung zugesprochen werden kann, wenn auch zwischen ver- 
schiedenen Organismen sehr grofBe Unterschiede des Fettgehaltes beob- 
achtet werden, so konnte unsere Auswahl von Mikroorganismen recht 
willkiirlich getroffen werden. Wir untersuchten einerseits sehr weit- 
verbreitete Mikroorganismen wie Aspergillus und Penicillium, dann 
Saccharomyceten, deren Fettbildung mehrfach im Schrifttum erortert 
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wurde, Auf die relativ betrachtliche Fettbildung von Zygorrhynchus 
Moelleri wurden wir durch miindliche Mitteilung von Prof. V. Czurda, — 
Prag, aufmerksam gemacht. 

_Herkunft der Stémme: Oidium lactis, Mycoderma cerevisiae aus der 
Sammlung des Botanischen Institutes der T. H. Stuttgart; Torula colli- 
culata, Pichia farinosa, Torula alba vom Institut fir Garungsgewerbe, 
Berlin; Saccharomyces ellipsoideus vom Pflanzenphysiologischen Institut der 
Universitat Wien; Aspergillus niger und Penicillium glaucum aus der 
Sammlung der Botanischen Anstalten der Universitat Géttingen; Zygo- 
rhynchus Moelleri vom Pflanzenphysiologischen Institut der Universitat 
Prag; Willia anomala und Torula utilis vom Pflanzenphysiologischen 
Institut der Forschungsanstalt Geisenheim; Hndomyces fibuliger vom 
Institut fir Mikrobiol. der T. H. Wien. 

Kulturmethode. “Als Substrat diente die Woltje-Lésung, die als 
Stickstoffquelle 1/,;, 1/4 oder 1/, Asparagin enthalt. Urspriinglich war 
nur die Kultur von 1/, und 1/, Asparagin geplant; doch zeigte es sich, 
da8B einige Stamme auf Woltje-Lésung + 1/, Asparagin keine fiir die 
Analyse ausreichende Ernte ergaben. Bei Torula colliculata, T. alba, 
Sacch. ellips., Stuttgarter PreBhefe, Mycoderma cerevisiae und Endomyces 
fibuliger erwies sich die Kultur auf der rein synthetischen Woltje- 
Lésung vermutlich wegen Wuchsstoffmangel nicht durchfithrbar. Im 
Gegensatz zu den Angaben von H. Fink und Mitarbeiter (Zeitschr. f. 
Spiritusindustrie) tiber zwei Stéimme von Oidiwm lactis, zeigte unser 
Stamm auf biosfreier Nahrlésung sehr gutes Wachstum. Bei folgenden 
Organismen wurde die Kultur genau wie bei Hndomyces vernalis auf 
mit Quarzsand und Filtrierpapier beschickten Petrischalen vorge- 
nommen: Pichia farinosa, Willia anomala und Torula utilis, waihrend 
wir Penicillium glaucum'und Aspergillus niger in 300 cem-Erlenmeyer- 
Ko6lbchen mit 45 ccm Nihrlésung ziichteten, der noch n/10000 ZnSO, 
zugesetzt wurde (14mg ZnSO, auf 1 Liter Lésung). Oidiwm lactis und 
Zygorhynchus Moelleri wurden ebenfalls in Erlenmeyer-Kélbchen mit 
20 bzw. 15 ccm Nihrlésung gezogen. Diese Methode wurde gewihlt, 
da sich diese Organismen schlecht von der Filtrierpapierunterlage 
abernten lieBen. Die Aufarbeitung und Analyse der Ernte nach 7 Tagen 
erfolgte in der von: Heide beschriebenen Weise. Eine Ubersicht der 
Ergebnisse ist in Tabelle XXIV gegeben. 


Die Ergebnisse lassen sich sehr einheitlich und kurz zusammen- 
fassen: Sdmtliche gepriiften Organismen ohne jede Ausnahme zeigen 
das gleiche gesetzmafige Verhalten wie Hndomyces vernalis, Die Kultur 
auf stickstoffreicher Nihrlésung fiihrt zu relativ fettarmen aber eiweiB- 
reichen Zellen; Kultur auf stickstoffarmer Nahrlésung zu_verhiiltnis- 
maBig fettreichen, aber stickstoffarmen Zellen. Das Ausmaf der 
ernihrungsbedingten Verschiebung in der Zellzusammensetzung unter- 
liegt von Art zu Art grofen Schwankungen. 
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Tabelle XXIV. 
oss _ le  R  aal  a 


Nr. teenies Nabsieung es | Fett Stickstoft 
mg % mg % mg 
A Woltje + 1), | 472,0 || 3,60] 16,40 6,40 | 30,20 

Oidium lactis eee 534,0 3,10 | 16,60) 6,29 | 33,55 
3 Woltje + 1/, {|| 250,0 || 14,40 | 35,90) 2,10 | 6,25 
4 Asparagin ||| 281,0 || 9,40 | 26,60 || 2,80 7,90 
Wéltje +- 1 
5 ) aia 
Fate | eetearey 88,5 || 4,26] 3,98 |) 615 | 5,44 
Moelleri Woltje +1 | 
es (Mane 84,5 |/ 32,00 | 27,10 || 3,51 2,96 
Woltje + 1/ 
7 saa rae 
Pichia Asparagin 177,5 3,59 4,08 7,08 12,55 
farinosa Woltje + 1/ 
5 ‘ Asparagin 97,0 || 7,90] 7,66 || 3,02 | 2,90 
Woltje + 1/ 
9 Ue eee : 
Willia | Asparagin ; 385,0 4,82 18,50 | 5,78 22,20 
anomala Woltje +1 i 
10 ee 364,5 || 16,90 | 61,50) 2,59 | 9,45 
° 5lt) ng ‘ 
11 eRe ‘| 1041,0 ||. 7,46 | 77,70 || 7,00 | 72,90 
Torula utilis | Woltje + 1) 
6 
a Asparagin 639,0 14,40 | 91,50 3,50 | 22,30 

18 e Woltje + 4), 1770,0 3,20 | 56,60 || 4,27 | 75,50 

14 Aspergillus Asparagin 1795,0 || 4,80 | 86,00; 4,29 | 72,00 

15 niger Woltje + 1/, | 529,0 || 6,40 | 33,80 |) 2,55 | 13,28 

16 Asparagin 490,0 6,15 | 30,2 2,55 | 12,48 

17 Woltje + 3/, {|| 1572,0 4,10 | 64,40 || 5,13 | 80,50 

18 | Penicillinm Asparagin || 1482,0 | 4,30 | 63,60 || 5,23 | 78,00 

19 glaucum Woltje + 1, | 564,0 || 11,80 | 66,50 || 3,60 | 20,20 

20 Asparagin 576,0 9,70 | 56,00 |} 3,60 | 20,30 

Zuckerverbrauch: 
Versuch Saccharose Versuch Saccharose 
Nr. mg Nr mg 
1 1402 6 318 
2 1480 a 1120 
3 1040 10 1119 
4 1073 all 2240 
5 2045 | Le 2243 


Urspriinglich vorhandene Zuckermenge: 1687,5 mg bei Vers. 1 bis 4, 
1125 mg bei Vers. 5 bis 10, 2250 mg bei Vers. 11 und 12. 


Bemerkenswert ist vielleicht noch, daB bei den Zygorhynchus- 
Kulturen, insbesondere bei Nr.6, die eine gute Verfettung aufwies, 
schon nach 3 Tagen ein sehr deutlicher Geruch nach Acetaldehyd 
auftrat. Der quantitative Nachweis dieses wichtigen Intermediar- 


178 H. Raat: 


produktes im Fettstoffwechsel soll einer spateren Untersuchung vor- 
behalten bleiben. 


Bei einigen Organismen wurde am Ende der Kultur der restliche 
Zucker in der Nahrlésung bestimmt. Die Zuckermenge ist in besonderer 
Tabelle angegeben. Die Auswertung dieser Zahlen in der Berechnung 
des Skonomischen Koeffizienten, Fett- und EiweiSkoeffizienten findet 
sich im nachsten Abschnitt. 


IX. Zur Okonomie der Fett- und EiweiSbildung. 


A. Rippel (1940) hat in einer kiirzlich erschienenen Arbeit auf die 
Bedeutung des dkonomischen Koeffizienten bei der Fettbildung hin- 
gewiesen. Vom energetischen Gesichtspunkt aus wird dargelegt, welche 
Mengen von Fett bei Mikroorganismen aus einer bestimmten Menge 
von Kohlenhydraten im Rahmen des gesamten Lebensvorganges 
gebildet werden kénnen. A. Rippel definiert analog dem Eiweif- 
koeffizienten als Fettkoeffizient diejenige Fettmenge in g, welche vom 
Organismus beim Aufwand von 100 g Kohlenstoffquelle gebildet wird. 
Der 6konomische Koeffizient gibt in g die aus 100 g Kohlenstoffmaterial 
gebildete Masse an Zellmaterial an. 


Wir sind imstande, aus den Zahlenangaben unserer Arbeit eine 
Ergainzung des von A. Rippel gebrachten Materials zu geben. Einmal, 
weil in unseren Analysen nicht nur die Bilanz der Fettbildung, sondern 
auch diejenige des Eiwei8aufbaues beriicksichtigt wurde; andererseits, 
weil sie eine Vergleichsbasis fiir recht verschiedene, mehr oder weniger 
stark fettbildende Organismen ergibt. Da wir durchweg mit Kultur- 
medien vollstaéndig bekannter Zusammensetzung arbeiteten, lassen sich 
solche Bilanzrechnungen sehr genau durchfiihren, im Gegensatz zu den 
meisten Angaben von H. Fink und Mitarbeiter (1937), die mit technischen 
Ausgangsmaterialien ganz oder teilweise unbekannter Zusammen- 
setzung ihre Versuche durchfiihrten. Auf diesen Mangel hat iibrigens 
schon A. Rippel hingewiesen. In Tabelle XXV ist das ausgewertete 
Zahlenmaterial zusammengefaBt. 


Es ergibt sich folgendes Bild: Bei simtlichen Organismen steht 
einem durch stickstoffarme Ernihrung bedingten steigenden prozen- 
tualen Fettgehalt eine Abnahme des ékonomischen Koeffizienten 
gegentiber, Die Ausnutzung des Zuckers ist eine sehr verschiedene. 
Die Zahlen fiir den Fett- und EiweiBkoeffizienten geben wieder den 
Beweis fiir deren gegenseitige Bedingtheit. Sehr hoch liegen die Fett- 
und EiweiBausbeuten der Versuche Al, A2, B1, die auf Permutit 
als Unterlage durchgefiihrt wurden. Dies ist auf das hohe Trocken- 
gewicht, also den hohen dkonomischen Koeffizienten zuriickzufiihren, 
Die Eingriffe mit Hilfe von Permutit in den Stoffwechsel von Endomyces 
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Tabelle XXV. 
SSS 
Fett N Okono- : 
Verwendete +. ———_|'mischer Fett- Eiweib- Be- 
Nahrlésung in % der Pilz- || Koeffi- | ¥°effi- | koetfi- ||. ueunoen 
trockensubstanz zient ARSE zient : 


Organismus 


Woltje iy 3,60 | 6,40 || 33,7 | 1,17 | 13,38 || vel. Tab.24 
Asparagin 3,10 | 6,29 36,0; jive 12) | 14° 10 
Woltje +-1/, | 14,40 | 2,10. 24,1 | 3,45 | 316 


Oidium lactis | 
Asparagin 9,40 | 2,80 || 26,8 | 2,46 |) 4,60 
| 


a ° 1 
Woltje + 1), 4,82 | 5,78 | 34,4 | 1,64 | 12,30 


Willia Asparagin 
anomala Waltje +3) ae 
Asparagin 16,90 | 2,59 | 32,6 | 5,50 | 5,35 
Woltje + 1/, 
Zygorhynchus Asparagin 4,25 | 6,15 | 39,0 | 1,35 | 11,50 
Moelleri | W éltje + / Z = 
Asparagin: 32,00 | 3,51 || 26,5 | 10,01 | 5,80 
{| “Asparagin’ [| 246] 700 | 46.5 | 3,60 | 20,30 
slaeihe paragin 
Torula utilis Weltje 4+.3/ ae 
Asparagin. 14,40 | 3,50 || 28,5 4,06 | 6,23 
Woltje ey | Vel. Tab. 21 
Harnstoff: || 720] 6,05 | 89,4 | 2,80 |14,30 | Ye ™ 
Woltje + 3/ Val. Tab. 8 
Asparagin 6,55 | 5,45 33,1 2,16 | 11,40 Vers. Al 
W oltje +- 1/ Vgl. Tab. 9 
Harnstoff. 20,60 | 3,30 | 32,6 | 6,80 | 6,79 |/ Vers. a 


Endomyces sgh 
b Woltje + 1/ , Vel. Tab. 9 
vernalis Hoe 23,60 | 3,36 || 30,0 | 7,08 | 6,25 Il vers. b 


Woltje+ "ls | 41,40 | 1,34 || 19,8 | 8,20 | 1,65 || Yst-Tab.20 


Asparagin Vers. 6 
Woltje + 1, (|| 25,90 | 4,35 || 48,6 | 12,70 | 13,30 || ye.73>.18 
Asparagin 28,60 | 3,39 48,4 | 13,00 | 11,90 i ae 


auf Permutit ||| 26,90 | 3,75 || 46,1 |12,30 |10,70 | | Bi 


vernalis vermégen anscheinend auch hier neue Ergebnisse zu bringen. 
Wesentliche Anderungen in den erreichten Koeffizienten werden sich 
kaum ‘noch ergeben. 


Bei den anderen Organismen handelt es sich um mehr orientierende 
Versuche; die angefiihrten Zahlen gelten fiir die gewahlten Versuchs- 
bedingungen, kénnten aber bei anderer Versuchsanstellung eine Ab- 
anderung erfahren. Insbesondere ist darauf hinzuweisen, da8 bei 
manchen variablen Arten, wie z. B. Oidiwm lactis, die ermittelten Werte 
nattirlich nur fiir unseren Stamm Giiltigkeit haben. Sowohl ZH. Geffers 
(1937) wie auch H. Fink und Mitarbeiter haben fiir Oidiwm gezeigt, 
daf das Fettbildungsvermégen verschiedener Rassen innerhalb weiter 
Grenzen schwankt. 
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Zusammenfassung. 


Es wurden die von Heide gefundenen Beziehungen zwischen Stick- 
stoffernihrung, Fett- und EiweiSsynthese in verschiedener Richtung 
untersucht. 


1. Im zeitlichen Verlauf der Kultur von Endomyces vernalis nehmen 
Wachstum, Fett- und EiweiBbildung bis zum Verbrauch der Kohlen- 
hydrate zu. Nach deren Erschépfung treten Abbauvorgange, vor allem 
beim Fett, weniger bei den Proteinen ein. Eine Phasentrennung in 
, Fett- und EiweiBgeneration laBt sich in keiner Weise feststellen. 

-2. Der im Pilz gebundene Stickstoff, besonders bei fettreichem 
Mycel, liegt zum iiberwiegenden Prozentsatz als Hiweifstickstoff vor. 

3. Folgende organische Sauren sind als alleinige C- Quelle fiir den 
Pilz nicht verwertbar: Ameisensadure, Essigsiure, Propionsaéure, Butter- 
sdure, Oxalsiure, Malonsaure, Bernsteinsiure, Weinsdure, Apfelsaure, 
Stearinsiure, Palmitinséure und Olsaure. 

4, Milchséure, Brenztraubensaiure und Acetaldehyd bewirken eine 
Zunahme des prozentualen wie des Gesamtfettgehaltes. Eine Ver- 
wertung dieser Stoffe zur EiweiSsynthese konnte nicht erwiesen werden. 

5. Harnstoff erweist sich im Gegensatz zu Acetamid und Succin- 
amid als sehr guter Ersatz fiir Asparagin. Geringe Zugabe bewirken 
hohe Verfettung und geringen Gesamt-N im Pilz, hohe Gaben dagegen 
das Umgekehrte. Glykokoll, Leucin, Asparaginséure, Alanin und Tyro- 
sin sind nicht als Kohlenstoff- wnd Stickstoffquelle, wohl aber als aus- 
schlieBliche N- Quelle verwertbar. 

6. Bei Harnstoff und Asparagin wird im Gegensatz zu den anderen 
organischen N-Verbindungen eine Ammoniakabspaltung durch Pilz- 
enzyme nachgewiesen. Eine Abfangung des intermediair gebildeten 
Ammoniaks durch Permutit bedingt auch bei stickstoffreicher Nahr- 
lésung eine Umstellung des Stoffwechsels 1m Sinne vermehrter Fett- 
und geringerer EiweiSbildung. Fiir das Ausma8 der Fett- (bzw. EiweiB-) 
Bildung stellt die vorhandene Ammoniumkonzentration der Lésung, 
die durch Permutit abgedindert werden kann, einen entscheidenden 
Faktor dar. 

7. Bei alleiniger Zufuhr von N (Harnstoff) zu fettreichem Pilz 
nimmt der Fettgehalt ab, der Stickstoffgehalt des Pilzes jedoch zu. 
Das Kohlenstoffgeriist zur Eiwei8synthese kénnte vom Reservefett, 
jedoch auch von anderen Zellbestandteilen stammen. 

8. Fiir eine Synthese von Fett aus Eiweif ergeben sich bei den 
gewahlten Versuchsbedingungen keine Anhaltspunkte. 

9. Zwei Stimme von Hndomyces vernalis verschiedener Herkunft 
ergaben keine wesentlichen Unterschiede beziiglich ihrer EiweiB- und 
Fettbildung. Untersuchtingen an anderen Mikroorganismen zeigen 
ohne Ausnahme das bei Endomyces vernalis festgestellte Verhalten. 
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10. An Hand von Bilanzversuchen wird gezeigt, da® der Fett- 
koeffizient bei Endomyces vernalis héher liegt als bei den anderen 
untersuchten Mikroorganismen. 


Zur Durchfiihrung der vorliegenden von Herrn Prof. Dr. M. Steiner 
angeregten Arbeit standen Behelfe zur Verfiigung, deren Beschaffung durch 
die Deutsche Forschungsgemeinschaft ermédglicht wurde. Einige Versuche, 
die bei meiner Einberufung zur Wehrmacht noch im Gange waren, wurden 
von Herrn Prof. Steiner zu Ende gefiihrt bzw. wiederholt. 
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(Aus dem Laboratorium fiir Mikrobiologie der Kénig Alexander-Universitat 
in. Ljubljana.) 


Gewinnung des Enzyms von Bacillus macerans 
und seine Wirkungsweise. 
Von 
M. Bline. 
(Nach Versuchen von A. Mravljak u. J. Potkar.) 
Mit 2 Textabbildungen. 
(Eingegangen am 2. April 1941.) 


Die Starkechemie greift immer wieder auf die merkwiirdigen 
Vorgange zurtick, die an den Stirkekleistern unter dem Einflu8 des 
von F.Schardinger! geztichteten Bacillus macerans ablaufen und 
schlieBlich zu den interessanten, schén kristallisierenden zyclischen 
Dextrinen fiihren. Man hat es hierbei jedenfalls mit einer Spaltung 
glucosidischer Bindungen zu tun und mit Ringschliissen an fiinf- oder 
sechsgliedrigen Bruchstticken der Starke. Ob an diesen heterogenen 
Vorgangen ein Enzym oder mehrere Enzyme beteiligt sind, ist eine 
auBerordentlich wichtige Frage, die auch am _ hiesigen chemischen 
Institut langere Zeit bearbeitet wird. Solange man die Starkespaltung 
mit einem lebenden Mikroorganismus durchzuftiihren gezwungen ist, 
kann von guten kinetischen Messungen keine Rede sein. Aus diesem 
Grunde arbeiteten wir schon lingere Zeit daran, aus den Substraten, 
in denen der genannte Bacillus gewachsen ist, mikrobenfreie Losungen 

“zu gewinnen und ihren Enzymgehalt zu definieren. 

Inzwischen sind zwei Arbeiten erschienen, die der gleichen Frage ge- 
widmet sind; sie veranlassen uns auch, unsere diesbeziiglichen Erfahrungen 
mitzuteilen. H. B. Tilden und C.S. Hudson? stellten fest, daB man aus 
Kulturen von Bacillus macerans, die bei 38°C auf Kartoffelmedien ge- 
wachsen sind, mittels Filtration durch ein Berkefeld-N-Filter eme Enzym- 
lésung gewinnen kann, welche die Schardinger-Dextrine schnell und in 
eréBeren Mengen liefert, als dies bis zur Zeit méglich war. Sie beobachteten 
hierbei zwar keine Veranderung im Reduktionsvermégen und in der optischen 
Drehung, wohl aber war es méglich, den Reaktionsverlauf durch Viskositats- 
messungen zu verfolgen. 


VeranlaBt durch diese Mitteilung berichteten K. Freudenberg, EH. Schaaf, 
G. Dumpert und T. Plaetz*, daB auch sie in bakterienfreien Ultrafiltraten 


1 Ff. Schardinger, Wiener. kin, Wochenschr. 1904, 8.8; Centralbl. f. 
ipakts Li, 14,772, 1905; 19, 161, 1907; 22, 98, 1909; 29, 188, 1911. — 
2 BE. B. Tilden u. C. S. Hudson, J. Amer. Chem. Soc. 61, 2900, 1939. — 

ipl 


3 K. Freudenberg, E. Schaaf, G. Dumpert u. T. Plaetz, Naturwiss. 27, 850, 
1939. 
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von Hefewasserkulturen des Bacillus macerans die Fahigkeit zur Bildung 
von Schardinger-Dextrinen aus Starke beobachtet haben. 

Naheres iiber die Kulturbedingungen des Bacillus macerans, welche 
die Gewinnung guter enzymreicher und vor allem vergleichbarer Enzym- 
lésungen erméglichen sollen, findet man in diesen Arbeiten nicht. 
Genaue Angaben sind dariiber bei der bekannten Neigung des Bacillus 
macerans zur Degeneration besonders deswegen wichtig, weil auch nach 
Erfahrungen am hiesigen Institut in solchen Fallen die relative Menge 
der kristallisierten Dextrine abnimmt, dafiir aber reichlich die wenig 


willkommenen gummésen Produkte auftreten. Diese Liicke soll durch | 


die vorliegende Arbeit ausgefiillt werden, in welcher wir uns an F. Schar- 
dinger und K. Freudenberg anschlieBen. 


F. Schardinger fand bekanntlich seinen sogenannten Rottebazillus als 
zufallige Verunreinigung in einem Kartoffelnahrgemisch und beobachtete 
ihn spaéter auch im Schlamme von Flachsréstgruben. Der Pilz bildet be- 
wegliche einzelne oder in Verbanden angeordnete Stabchen, die bei Sporen- 
bildung und nach der Reifung zur Ruhe kommen. Die Sporen sind nach 
seinen Angaben sehr widerstandsfaihig und kénnen erst nach 3stiindigem 
Kochen vernichtet werden. Als Wachstumsgrenzen gibt Schardinger 
15 bis 40° Can. Saéuregehalt hemmt das Wachstum, Als Substrat bewahrten 
sich besonders gut gekochte Kartoffel- und Méhrenriibenzylinder; sie zer- 
fallen zu einem wasserigen Brei. Charakteristisch ist das Wachstum auf 
rohen Kartoffelkeilen (mit Kreidezusatz), die sich meistens braun bis braun- 
schwarz farben und in sich zusammenfallen. Man beobachtet dabei reichlich 
Gasentwicklung und auf stérkehaltigen Nahrsubstraten Bildung von 
Aceton. 

Zur Isolierung dieses interessanten Spaltproduktes impfte er gréBere 
Mengen einer Bouillonkultur auf gekochten sterilen Kartoffelbrei mit 


Kreidezusatz bei 37° C und lieB den Vorgang bei dieser Temperatur ablaufen. » 


Je nach der Menge des iibertragenen Impfmaterials bildete sich nach 24 bis 
36 Stunden auf der Oberfliche eine Schaumdecke aus und gleichzeitig 
machte sich ein angenehmer Geruch nach Obst bzw. Aceton bemerkbar. 
Nach 4 Tagen lieB die Gairung nach. Zu dieser Zeit stellte Schardinger die 
Kulturen ab, um sie zur Acetongewinnung zu verarbeiten. * 

Zur Gewinnung der Dextrine empfahl F. Schardinger das Substrat 
auf 40°C zu erwirmen und nach der Impfung bei 46 bis 48°C zu halten. 
Kartoffelstarkekleister wurde nach 3 bis 4 Stunden leichter beweglich, 
in 10 bis 12 Stunden léste er sich zu einer opalisierenden Fliissigkeit, wobei 
Gasbildung, Schiumen und Geruch nach Aceton auftrat. Nach 6 bis 
8 Tagen war der Vorgang beendet. Um kraftige Kulturen zur Hand zu 
haben, empfahlen K. Freudenberg und R. Jakobi' den Bacillus bei 40° C in 
folgendem Turnus zu ziehen: 


10 Tage Fleischbrithe, 
10 Tage Kartoffelbrei mit Kreide, 
10 Tage Kartoffelkeile, 
10 Tage Fleischbriihe, 
10 Tage Kartoffelbrei mit Kreide, 


wonach man die Reihenfolge in obiger Anordnung fortsetzt. 


* K. Freudenberg u. R. Jakobi, Liebigs Ann. 518, 103, 1935. 
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Die Erfahrungen, iiber die wir hier berichten, erstrecken sich iiber 
14 Monate. In diesem Zeitraum hielten wir den Bacillus! in kontinuier- 
licher Arbeit nach K. Freudenberg je 10 Tage in 30 cem-Kélbchen. aut 
Bouilonwasser, Kartoffelbrei mit Kreidezusatz und auf Kartoffel- 
keilen mit Kreidezusatz bei 37°C. Begleitbakterien konnten nach 
etlichen Uberimpfungen leicht entfernt werden, worauf reine Macerans- 
Kulturen dauernd erhalten blieben. Parallel mit der genannten Reihen- 
folge der Nahrbéden zogen wir den Bacillus macerans auf Peptonwasser 
bei 37°C. Daselbst zeigten sich gréBtenteils langliche, stabchenartige 
_ Zellen, die nur wenig Sporen bildeten; Triibung trat nach 1—2 Tagen 
ein. In diesem Substrat schwachte der Bacillus im Verlauf der Zeit ab . 
(langsame Zellenbildung und. langsame Triibung des Nahrbodens). 


Auf Bouillon wuchs der Pilz zu schéner Form heran und erreichte 
hier seine maximale Zellenlinge, wenn auch das Wachstum zahlen- 
maBig nicht gerade tippig war. Deutliche Triibung trat nach 10 bis 
12 Stunden ein. Besonders gut gelang die Zucht auf Kartoffelbrei. 
Dieser Nahrboden war mit unzahligen sporenhaltigen Zellen und freien 
Sporen durchsetzt. Die Loffelform war deutlich ausgepragt; die GréBe 
der Sporen schwankte um die Werte 144:2u, Garung sowie Aceton- 
geruch stellten sich nach 24 Stunden mit GewiSheit ein. Auf den 
Kartoffelkeilen wuchs der Bacillus mit feuchtglinzender, gelblicher 
Farbe, die Kartoffelmasse wurde breiig. 

Bei Beginn der Versuchsserie entwickelte sich der Bacillus sehr trage. 
Wir impften daher vorerst groBere Mengen (3—5 ccm der Impfkultur 
oder einen ganzen Kartoffelkeil). Nach dem zehnten Arbeitsgang war 
der Stamm soweit gekraftigt, daB wir mit den tiblichen Impfmengen 
(mehrere Platinésen bzw. einige Hinstechungen des Keiles) gut auskamen. 

. Die Impfungen sowie die Nummer der Generation wurden fortlaufend 
vermerkt. 

Da das gewonnene Enzym am besten viskosimetrisch charak- 

terisiert wird, kontrollierten wir auch die jeweils erhaltenen Rein- 
kulturen des Bacillus selbst auf sein Verfliissigungsvermégen fiir Starke- 
kleister. Hierzu wurden 15 ccm einer 2 %igen, eine halbe Stunde auf 
120°C erhitzten Lésung von Kartoffelstarke in kleinen Erlenmeyer- 
Flaschchen mit dem Bacillus geimpft und der Verlauf der Viskositat 
verfolgt. Fiir die orientierenden Versuche diente hierfiir eine gewéhn- 
liche Glaspipette, deren AusfluBzeit fiir Wasser t = 7” betrug. Bei 
Impfen in nur zimmerwarme Starkelésung und erst nachfolgendem 
Erwarmen auf 379 C war die Entwicklung des Bacillus schlecht und die 
Verfliissigungszeit praktisch zu lang. Gute Erfolge erzielten wir hin- 


1 Bine Kultur des Bacillus macerans erhielten wir aus dem Institut 
fiir Garungsgewerbe u. Starkefabrikation in Berlin, dem wir fiir die freund- 
liche Uberlassung bestens danken. 
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gegen auch ohne Zusatz irgendwelcher Nahrsalze, wenn wir die Starke- 
lésung bei 40°C mit mehreren Platinédsen beimpften und bei 45°C 
stehenlieBen. Nach-48 Stunden trat Gasentwicklung auf, und nach 
5—7 Tagen war die Viskositét der Starkelésung auf den Wert einer 
Kristalloidlésung abgesunken. Die Probe wurde fast klar; schwach 
gelbe Opaleszenz und etwas Bodensatz machten sich bemerkbar. Haufig 
kristallisierte ein Teil der Dextrine unmittelbar in Form der bekannten 
Blattchen und Nadeln aus. 


Wir verwendeten als Substrat teils kaufliche, teils nach La/far— 
selbstbereitete Kartoffelstirke. Erstere wurde mit K,CO;3 gegen 
- Phenolphthalein neutralisiert. In diesem Falle trat waihrend der Ba- 
cilluswirkung ein etwas ammoniakalischer oder hefeartig sauerlicher 
Geruch auf, bei selbstbereiteter Kartoffelstarke nur deutlicher Aceton- 
geruch. Weil anfangs die Verfliissigung der Kartoffelstarkelésung nur 
sehr langsam erfolgte, versuchten wir durch Zusatz von Nahrsalzen 
die Lebensbedingungen des Bacillus zu verbessern. Wir hatten hierbei 
zwar Erfolg, doch unterlieBen wir, sobald das Bakterium genug ge- 
kraftigt war, die Salzzugabe, da die Starke durch Salze vielfach in 
ihrer Zustandsform beeinfluBt wird. 

Nach dreimaligem Wiederholen des Frewdenbergschen Turnus 
schien ein Optimum der Virulenz erreicht zu sein. Von der 10. Gene- 
ration an wurde daher mit der Zucht auf gré8eren Substratmengen 
und mit der Gewinnung des Enzyms begonnen. Je 300 ccm Bouillon, 
Peptonwasser, Hefewasser oder Kartoffelbrei wurden bei 40°C mit 
einigen Platindsen einer Macerans-Kultur aus dem Freudenbergschen 
Turnus geimpft und bei 45° C gehalten. 

Von der 17. Generation an begann die Virulenz nachzulassen. 
Es empfiehlt sich nach dieser Lebensdauer den Freudenbergschen Turnus 
zu unterbrechen und den Bacillus voriibergehend auf anderen fiir ihn 
giinstigen Nahrmedien (rohe Kartoffel z. B.) leben zu lassen und wieder 
reinzuziehen. 


Der Nahrboden, aus dem Bacillus macerans auf die zur Zucht im 
groBen verwendeten Nahrbéden tiberimpft wurde, ist bei geniigend 
kraftigen Staémmen fiir das Gelingen der GroB&zucht ohne Bedeutung. 


Gewinnung des Enzyms. 


Fiir die im GroBen durchgefiihrten Versuche erwies sich an erster 
Stelle wiederum Kartoffelbrei giinstig. Bei Verwendung von Hete- 
wasser muf} man besonders vor Infektionen auf der Hut sein, da sich 
der Bacillus auf diesem Substrat nur langsam vermehrt, wahrend er 
auf Kartoffelbrei so iippig wachst, da infolge der starken und schnell 
stattfindenden Vermehrung Verunreinigungen nur selten hinzutreten. 
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Um den Zeitpunkt festzustellen, zu dem die Enzymaktivitat in 
der Kulturfliissigkeit die groBte ist, haben wir aus einem groBeren 
Kulturgefa8 nach 7 und 14 Tagen Proben entnommen und sie unter 
vollkommen vergleichbaren Versuchsbedingungen auf has Enzym ver- 
arbeitet!. Nach Tabelle I ist bei langerer Kulturdauer wohl der Trocken- 
gehalt des Ultrafiltrats gewachsen, die Enzymmenge aber ist wesentlich 
kleiner geworden. Es ist aber andererseits auch nicht empfehlenswert, 
die Kulturen frither abzustellen, bevor die Garung zu einem gewissen 
‘Stillstande gekommen ist. 


Tabelle I. 
300 ccm 10 %-Kartoffelbrei mit Kreidezusatz bei 45°C vergoren; Zentri- 
fugate nach 12stiindigem Stehen im Frigidair filtriert. Ultrafiltrate ohne 
Toluolzusatz untersucht. Aktivitaét gemessen nach 7, 14 und 21 Tagen. 


Dauer der muibure 1 7 Tage | 14 Tage 
Trockengehalt des Ultrafiltrates .......... | 58% | 10,3 % 
Amylaseeinheiten,* ,,V“ bez. auf Volumen .. 0,018 | 0,0072 
Amylaseeinheiten, ,, V“‘ bez. auf Trockengehalt 0,312 | 0,069 


* Siehe 8S. 189. 


Zur Enzymgewinnung schiittelten wir den Inhalt der Géarkolben 
gut durch, zentrifugierten darauf in mehreren Proben 20 Minuten 
(Tourenzah] = 1500 Sekunden), dekantierten die obere fliissigere Phase 
ab. In einigen Versuchen wurde sie gleich weiter bearbeitet, bei anderen 
setzten wir bis zur weiteren Verarbeitung Toluol zu, bei anderen lieBen 
wir sie ausfrieren. 


Tabelle II. Einflu&8 der Vorbehandlung des bakterienhaltigen 
Zentrifugates auf die Aktivitat. 


Zentrifugat unmittelbar ultrafiltriert .......... 0,017 bez. auf Volumen 
Zentrifugat nach 24stiindigem Stehen unter i 

olive leultratiltrier ti we Mevacor athelsta ca eemie cee OL OL GM eee - 
Zentrifugat eingefroren und aufgetaut, dann 

MARAT CEIOL bmeneee ts 4 4 5.5 eickeee etic soe «es tee ie (OO Aaa es - 


Da das Toluol als Bakteriengift wirkt und beim Ausfrieren die 
Bakterienzellen zertriimmert werden, ware unter Umstanden zu er- 
warten gewesen, da8 bei solchen Vorbehandlungen die Menge des Enzyms 
in der Lisung steigen wiirde. Nach Tabelle II ist dies jedoch nicht der 
Fall. Sowohl das Toluol als auch das Ausfrieren férdern namlich die 
Ausscheidung der kristallisierten Dextrine und diese reifSen womédglich 


1 Die mikroskopische Untersuchung ergab in einzelnen Fallen der 
Kartoffelbreikulturen schén entwickelte Kristalle in Form von Prismen und 
Sechsecken, die wohl mit den Schardinger-Dextrinen identisch sein diirften. 


Archiy fiir Mikrobiologie. Bd. 12. 13 
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Teile des Enzyms aus der Lésung mit. Sicher ist es ferner, da in Fallen, — 


wo die gummoésen Dextrine auftreten, die Ultrafiltrate eine geringere 
Enzymaktivitat aufweisen. 


Die auszentrifugierte Flissigkeit wurde filtriert. Nach Uberpriifung — 


der Chamberlandkerzen und verschiedener Kollodiumsackchen ent- 
schlossen wir uns fiir die Druckfiltration durch die Haenschen Membran- 
filter ,,feinporig’‘. Bei Gebrauch von neuen Filtern lief die Filtration 
in 2—3 Stunden gut ab, bei gebrauchten Filtern nahm sie mehrere 
Stunden in Anspruch und hing auch von dem mehr oder weniger gummi- 
_artigen Charakter der Zentrifugate ab. Die Hefewasserzentrifugate 
werden wegen des heftigen Schéumens vorteilhafter mit Uberdruck 
anstatt mit Vakuum filtriert. 

Die Filtrate waren meist sogleich rein und nahezu klar. Nétigen- 
falls wurde nochmals filtriert. Sie wurden mikroskopisch und durch 


Impfen auf Kartoffelbrei auf verlaBliche Abwesenheit der Bacilluskeime — 


gepriift. Wenn die sofortige Weiterbenutzung der Enzymlésung nicht 
moglich war, wurde sie mit Toluol iiberschichtet und bei Zimmer- 
temperatur aufbewahrt. Auch hier fordert die Anwesenheit von Toluol 
besonders bei héheren Konzentrationen die Abscheidung der Dextrin- 
kristalle. Da diese, wie erwaihnt, scheinbar einen Teil des Enzyms mit- 
reiBen, nimmt die Aktivitaét der Lésung etwas ab. 


Charakterisierung des Enzyms. 


In den jeweils erhaltenen Ultrafiltraten bestimmten wir den Gehalt 
an Trockensubstanz, den Wasserstoffexponenten mit der Chinhidron- 
elektrode und das Verfliissigungsvermégen fiir Stirkekleister.. Die 
Filtrate der Kartoffelbreikulturen sind relativ substanzreich; die 
Konzentrationen liegen meist zwischen 4,7—6,3°%, erreichten aber in 


Einzelfallen auch bis zu 9%. Das Gros der gelésten Substanz sind — 
Dextrine, welche bei den héheren Konzentrationen beim Stehen be- — 


sonders unter Toluol auskristallisieren. Die Filtrate der Hefewasser- 


kulturen haben nur um 0,5% Trockensubstanz, eine Kristallisation 
findet daselbst nicht statt. Die py-Werte betragen in den Filtraten aus — 


Kartoffelbreikulturen 5,15—5,83, aus dem Hefewasser 6,73—7,64. In 
diesen Grenzen konnte ein besonderer Einflu8 des px auf die Aktivitat 
der Filtrate nicht festgestellt werden. 

Die Verfliissigungsversuche wurden im Viskosimeter von Parlow1 
ausgefiihrt, wobei uns im Anschlu8 an J. Blom, A. Bak, B. Braae? 
eine 50 %ige Saccharoselésung als Bezugslésung diente. Wir lieBen 
auf je 100g 3%igem Kartoffelstiirkekleister (1/, Stunde bei 120°C 


1 Parlow, Zeitschr. f. Spir.-Ind. 58, 14, 1930. — ? J. Blom, A. Bak, 
B. Braae, Zeitschr. physiol. Chem. 250, 103, 1937. 
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gekocht) 10 cem der Enzymlésung bei der gewiinschten Temperatur | 
einwirken. Nach bestimmten Zeitpunkten nahmen wir die fiir die 
Messung notwendige Menge (etwa 80 ccm) des Reaktionsgemisches zur 
Viskositatsbestimmung ab und wiederholten diesen Vorgang solange, 
bis der Viskositaétswert des Reaktionsgemisches unter den Viskositats- 
wert der Vergleichslésung fiel. Nun wurde graphisch die genaue Zeit 
ermittelt, die notwendig war, um die Viskositaét des Kleisters auf die 
Viskositaét der Vergleichslésung zu driicken (Abb. 1). 

Dieser hier als Verfliissigungszeit ¢ berech- 
nete Faktor ist eine gute Charakteristik der YY 
Enzymaktivitét. Man kann mit ihr nach der 
von Blom, Bak und Braaet angegebenen Formel 


8 
1000. Sw 
~ ¢-+ ver. Enzym 3 


die Aktivitat in Viskositatsamylaseeinheiten (V) 
ausdriicken. a a 60 76Min 

Fiirs erste geniigte uns ein zahlenmaBiger Dauer der theymwirkung, 
Vergleich der Aktivitit im gegebenen Volumen 
der Enzymlésung; deshalb rechneten wir die 
Amylaseeinheiten unter Beriicksichtigung des Volumens der benutzten 
Enzymlésung. Da deren Trockengehalt bekannt ist, lat sich V (Amylase- 
einheit) auch in bezug auf die beteiligte Gewichtsmenge der ultra- 
filtrierten Substanz berechnen, wobei man natiirlich im Auge behalten 
mu, daB das Enzym nur einen kleinen Bruchteil der Trockensubstanz 
ausmacht. Fiir die Beurteilung des Vorgangées ist auch diese Zahl 
wertvoll. 

Auf diese Weise iiberpriiften wir den Einflu8 der Temperatur auf 
die Aktivitat des Enzyms. Das Optimum liegt bei 55°C. Setzt man die 
Aktivitat bei dieser Temperatur gleich 1], so ist die Aktivitat bei: 


450C = 0,90, 65°C = 0,95, 80°C = 0,69. 


Durch Alkohol der Endkonzentration von 80—90 % wird ein Teil 
der Substanz gefallt ; das Enzym fallt und geht beim Lésen des Koagulums 
aktiv wieder in Lésung. 


Abb. 1. Berechnung der 
Verfliissigungszeit 7. 


Wirkungsweise des Enzyms. 


Tilden und. Hudson2 berichteten, daB die Amylase von B. macerans 
vor allem die innere Reibung der Stirkelésungen driickt. Diese Beob- 
achtung kénnen wir bestatigen. Sie hat diese Wirkung mit den Dextri- 
nogen-amylasen gemeinsam. Sehr wichtig fiir die weitere Forschung 


1 J, Blom, A. Baku. B. Braae, Zeitschr. f. physiol. Chem. 250, 103, 1937. 
— 2 Siehe S. 183. 
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ist aber unsere Feststellung, daB bei Amylosen als Substrat wahrend der — 


Wirkung des Enzyms von B. macerans die optische Drehung in jener 
Reaktionsphase, in welcher der Viskositatssturz erfolgt, zunachst 
ziemlich ansteigt, dann allmahlich absinkt, um schlieBlich fast auf dem 
urspriinglichen Wert konstant zu bleiben (Abb. 2). Fast gleichlaufend 
mit der Drehungsinderung steigt auch das Reduktionsvermégen des 
Reaktionsgemisches voriibergehend an und sinkt dann ab. Man kénnte 
diesen merkwiirdigen Gang durch die Annahme deuten, da das Enzym 
von B. macerans cin x-Enzym ist und die Spaltungsstiicke in der hoch- 


Redukfionsvermagen 


W 10 100 760 


0 IO 00 | 
Dauer der hydrolyse Min. 


Abb. 2. Hydrolyse der Amylosen mit dem Macerans-Enzym. 
100 cem 0,5 %iges Amylosensol + 3,8 cem Enzymlésung, entsprechend 0,0069 Amylaseeinheiten. 
Temperatur 55°C. 1 Teilstrich auf der Ordinate bedeutet bei der spezifischen Viskositiat "sp = 0,1, 
beim Reduktionsvermégen 0,1 cem n/20 Thiosulfat, bei der optischen Drehung 0,1° abgelesenen 


Winkel im 20 cm-Rohr bei 55° C, 
drehenden Form entstehen 1a8t, deren Uberwiegen dann, sei es infolge 
Bildung von Gleichgewichtsprodukten, sei es durch Ringschliisse, 
schwindet, welche im Nachlassen des Reduktionsvermégens angedeutet 
sind, 

In Amylosensolen beobachtet man nach Stillstand der Reaktion 
ein weiBes, leicht absetzendes Koagulum. Nach mikroskopischer 
Untersuchung ist dieses jedoch nicht mit den so leicht erkennbaren 
Dextrinkristallen identisch, sondern besteht aus éuBerst kleinen Kiigel- 
chen, die sich mit Jod blau fairben und am ehesten mit den Kérnchen 
der von HL. Rowx beschriebenen kiinstlichen Starke verglichen werden 
k6nnten. 

Durch die Méglichkeit einer fortlaufenden Darstellung der Amylase 
von B. macerans er6ffnet sich ein iuBerst interessantes Arbeitsfeld fiir 
die Starkeforschung; iiber die bereits vorliegenden Ergebnisse wird an 
anderem Ort eingehend berichtet. 


Zusammentassung. 


1. Es wurden Kulturbedingungen angegeben, unter denen es 


gelingt, Bacillus macerans fortlaufend auf groBen Substratmengen zu 
ziehen., 


~— 
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2. Bei Stiairkelésungen als Substrat kristallisieren vielfach die 
Schardinger-Dextrine gegen Ende der Garung aus. 

3. Durch Filtration durch de Haensche Membranen wurden, 
ahnlich wie von Hudson und Tilden sowie von Freudenberg angegeben, 
bakterien- und sporenfreie Fliissigkeiten erhalten, die den Abbau der 
Starke und die Bildung der kristallisierten Dextrine hervorrufen. 

. 4. Durch Alkoholfaéllung wurden enzymhaltige Niederschlage er- 
halten, die nach dem Wiederlésen die volle Enzymaktivitat entfalten. 

5. Die Enzymwirksamkeit wurde viskosimetrisch in Amylase- 
einheiten definiert. 

6. Das Wirkungsoptimum liegt bei 55°C. 

7. Bei Amylosen als Substrat steigt gleichlaufend mit dem Abfall 
der Viskositat die optische Drehung des Reaktionsgemisches zunachst 
deutlich an und sinkt dann auf den Anfangswert zuriick. 

8. Auch das Reduktionsvermégen der Amylosen nimmt zunachst 
zu und dann wieder ab. 

9. Bei der Macerans-Hydrolyse kommt es zu enzymatischen 
Koagulationen der Amylosen-Sole. 


(Aus dem Biologischen Institut Dr. Madaus & Co., Radebeul/Dresden.) — 


Zur Entwicklungsphysiologie der Dikaryophase 
von Ustilago nuda (Jensen) Kellerm. et Sw. 
Die Bedeutung des Aneurins und seiner Komponenten. 
Von 
Robert Thren. 

Mit 5 Textabbildungen. 

(Eingegangen am 30, Mai 1941.) 


Wenn in der Entwicklungsgeschichte der Gattung Ustilago Ent- 
stehung und Verlauf des dikaryotischen Mycelstadiums ein noch nicht 
vollig geklartes Problem darstellen, so liegt ein wesentlicher Grund dafiir 
in der Tatsache, da8 im natiirlichen Entwicklungsgang mit der Kopula- 
tion der Haplonten und der Entstehung dikaryotischer Suchfaden der 
Infektionszeitpunkt zusammenfallt und die Paarkernphase sich im 
allgemeinen auf kiinstlichem Substrat nicht kultivieren lat. In 
friiheren Untersuchungen hatte sich gezeigt, daB dies fiir Ustilago nuda 
nicht zutrifft, da hier vielmehr mit der Kopulation verschieden- 
geschlechtlicher Promycelzellen eine auch in kinstlicher Kultur weit- 
gehend stabile Dikaryophase einsetzt (T’hren, 1937, 1940 /4la). Es wurden 
in jenen Versuchen mehrere komplexe organische Substrate, wie Malz- 
extrakt-Agar, Bierwiirze-Agar sowie verschiedene Pflanzenextrakte, als 
Nahrboden verwendet; in den meisten Fallen wurden nur kurzfristige 
Priifungen auf den verschiedenen Substraten durchgefiihrt, zumal die 
eingehenden und iiber mehrere Jahre fortgesetzten Versuche die Stabili- 
tat der Dikaryophase auf einem geeigneten Standardnahrboden (Malz- 
extrakt-Agar) bereits erwiesen hatten. 


Fiir die Erhaltung des Paarkernstadiums ist der Teilungsvorgang 
der dikaryotischen Hyphen von entscheidender Bedeutung. Eine 
Teilung bzw. Verzweigung der Hyphen beginnt stets mit der Teilung 
der Kerne, wobei nach Abb. 1b bis 1d durch Querwandbildung ein 
Dreizellstadium, bestehend aus einer dikaryotischen Mittelzelle und je 
einer monokaryotischen verschiedengeschlechtlichen Apikal- und Basal- 
zelle, zustande kommt. Die dikaryotische Mittelzelle wachst zu einer 
neuen Paarkernhyphe aus, wahrend Basal- und Apikalzelle kopulieren 
und so eine zweite Paarkernhyphe erzeugen kénnen (Abb. le bis 1h). 
Daf} die Verhaltnisse dabei nicht immer so einfach sind wie in der hier 
gegebenen schematischen Darstellung, soll nur kurz erwahnt werden; 
die Kinzelheiten des normalen Verzweigungsvorganges der dikaryotischen 
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Hyphen von U. nuda wurden bereits an anderer Stelle ausfiihrlich dar- 
gestellt (Thren, 1940/41a). 

Hs ist jedoch bereits seit langem bekannt, daB Keimungsmodus 
und Mycelwachstum in der Gattung Ustilago in weitgehendem MaBe 
modifizierbar sind. (Herzberg, 1895; Jones, 1923; Hiittig, 1930 /31, 1933/34; 


5) 


a b c d e f g h 


Abb. 1. Schematische Darstellung der Teilungs- und Fusionsvorgiinge im dikaryotischen Mycel von 
Ustilago nuda (nach Thren, 1940/41 a). 


Heintzeler, 1939, u.a.). Es erschien daher angebracht, die Bedingungen 
fiir den normalen Ablauf des Verzweigungsvorganges der dikaryo- 
tischen Hyphen von U.nuda genauer festzulegen und so einen Ein- 
blick in die Entwicklungsphysiologie der Dikaryophase zu gewinnen. 


I. Material und Methoden. 


Die zur Herstellung der Naéhrlésungen verwendeten Chemikalien waren 
fast ausschlieBlich Praparate der Firma H. Merck, Darmstadt, und im all- 
gemeinen vom: héchsten listenmaig gefiihrten Reinheitsgrad, wenn nicht 
absichtlich, wie z. B. bei Maltose techn., ungereinigte Substanzen zur 
Verwendung kamen. AuBer Aneurin (Merck und Hoffmann-La Roche) 
stand uns je ein Praparat von 2-Methyl-4-amino-5-oxymethylpyrimidin 
(HCl) und Methyl-hydroxyathylthiazol zur Verfiigung*. Sterilisiert wurde 
durch einstiindiges Erhitzen der KulturgefaBe im Autoklaven (110°C). 

Das Sporenmaterial wurde auf dem Versuchsgelande der Pflanzenzucht- 
station der Universitat Halle a.d. 8. im geeigneten Reifezustand geerntet 
und in groBen Pergamintiiten verwahrt. Die Lagerung der Brandahren 
erfolgte trocken und kiihl, wodurch nach fritheren Erfahrungen (Thren, 
1940/41a) eine méglichst lange Erhaltung der Keimfahigkeit gewahrleistet 


wird. 


1 Fiir die liebenswiirdige Uberlassung dieser beiden Praparate sind wir 
der Firma EH. Merck, Darmstadt, zu besonderem Dank verpflichtet. 


194. R. Thren: 


Die Versuche wurden in erster Linie mit Brandsporenaussaaten durch- 


een + Serey es 


gefiihrt. Zur Beimpfung wurde ein kleines, reichlich mit Brandsporen be- — 


setztes Stiickchen einer Brandahre mittels steriler Pinzette iiber der Offnung 
der KulturgefaBe leicht abgeklopft. Einheitlichkeit der Impfstarke wurde 


—-— 


dabei nach Méglichkeit angestrebt. Da die Mycelien von U. nuda meist © 
einzelne isolierte und schwachwiichsige Fléckchen bilden, die die Nahr- — 
lésung nicht véllig durchsetzen, machen sich schon geringfiigige Unter- i 
schiede in der Beimpfung bemerkbar, was sich vor allem in den Mycel- — 


gewichten deutlich auswirken kann. Unterschiede im Entwicklungsverlauf, 


die auf wechselnde Impfstarke zuriickgefiihrt werden kénnten, traten in ~ 


den Versuchen seltener in Erscheinung. Es keimten in der Regel zahlreiche 
Sporen, Verunreinigung durch Bakterien und Schimmelpilze trat nur in sehr 
geringem Umfang auf. Die schwer benetzbaren Sporen schwimmen zunachst 
auf dem Fliissigkeitsspiegel; im Verlauf der Kultur sinken die heran- 
wachsenden Mycelfléckchen unter,. wobei die weitere Entwicklung eine 
gewisse Abhangigkeit von der Schichthéhe der Nahrlésung erkennen laBt. 
Wir arbeiteten aus diesem Grunde mit relativ kleinen Fliissigkeitsmengen 


in méglichst flacher Schicht (z.B. 10 cem Nahrlésung in Kélbchen von — 


100 bis 200 cem Inhalt oder 5 ccm in kleineren Gefafen). 

Zur mikroskopischen Kontrolle wurden mittels fein ausgezogener 
Pipetten kleine Mycelfléckchen aus den Kulturgefafien entnommen. Im 
Laufe der Zeit wurden die mehrfach geéffneten Kélbchen vereinzelt durch 
Fremdinfektion verunreinigt; alle entscheidenden Versuche wurden daher 
in mehreren Parallelen angesetzt. Die KulturgefaBe standen bei normalem 
Tageslicht und Zimmertemperatur im Laboratorium. 

Soweit quantitative Messungen’ des Pilzwachstums vorgenommen 
wurden, erfolgten diese durch Feststellung der Trockenmasse des gebildeten 
Pilzmycels (Trockenschranktemperatur 100 bis 105°C). Zur Feststellung 
von px-Werten diente ein Ultra-Ionograph nach Lautenschldger. 


II. Methoden zur Identifizierung der Kernphase. 


Da die Mycelentwicklung von U.nuda in den Versuchen haufig 
abweichend von dem typischen Gang verlief, erwies es sich als not- 
wendig, sichere Kriterien fiir die Identifizierung des Entwicklungs- 
zustandes und der Kernphase des Mycels bzw. einzelner Hyphen zu 
besitzen. 

Neben den bereits frither (Thren, 1937, 1940/4la und 1940/41b) be- 
nutzten Unterscheidungsmerkmalen, wie z. B. dem Kopulationsverhalten so- 


wie dem Wuchsbild der Haplonten und Dikaryonten auf dem Testnahrboden 
waren vor allem soleche Merkmale von Bedeutung, die ein schnelleres Er- 


Tabelle I. Durchmesser haploider und dikaryotischer Hyphen 
von U. nuda bei Kultur auf dem Testnahrboden 
(1% Malzextrakt-Agar). 


Durchmesser in u 
Pilzstamm Mittelwert 
1,2 | 1,6 2,0|2,4 2,8 | 8,2| 3,6 | 4,0 | 4,4 | 4,8 
(+-)-Geschlecht ......... 1 | 18} 69/12) 0] 0} 0| 0/0] 0 | 1,94 + 0,024 
(—)-Geschlecht Feiss Choate 0 | 14) 60/23) 3} 0] 0| 0/ 0 | 0 | 2,06 + 0,028 
Dikaryontsd si crue: cee 0 | 0} 3/11} 26/24] 20) 13) 2.| 1 || 3,20 + 0,058 


—" 
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kennen der Kernphase gestatten. Als brauchbar zur Unterscheidung der 
beiden Kernphasen (Haplophase und Dikaryophase) erwies sich die unter- 
schiedliche Starke der normalen fadigen Hyphenenden vom Saume der 
Mycelien; dagegen ist der Hyphendurchmesser kein geeignetes Merkmal 
zar Unterscheidung der beiden Geschlechter des Pilzes (s. Tabelle Ts 


Eine Moglichkeit zur schnellen Erkennung des Geschlechts haploider 
Hyphen bietet neben dem Kopulationsversuch das Kulturverhalten des 
Pilzes in Kartoffeldekokt oder in synthetischen Nahrloésungen, wo nur das 
(—)-Geschlecht zur Entwicklung gelangt. 

Von besonderer Bedeutung fiir die rasche Erkennung der Kern- 
phase einzelner Hyphen war indessen die Beobachtung, daB die Zell- 
kerne im Mycel von U. nuda vital sichtbar sind. In den giinstigsten 
Fallen geniigt bereits eine maBige VergréBerung (z. B. bei Verwendung 
eines binokularen Mikroskops mit dem Faktor 1,5: Objektiv 40 x, 
Okular 10 x), um die Kerne als relativ stark lichtbrechende Kreise zu 
erkennen. Besonders in den dikaryotischen Hyphen vom Suchfaden- 
typus sind die Paarkerne meist mehr oder weniger deutlich sichtbar. 
Dabei konnten die friiher an fixierten und gefairbten Praparaten ge- 
wonnenen Befunde beziiglich der Kernlage in den dikaryotischen 
_ Hyphen (T'hren, 1940 /41a) bestatigt werden. Bei fliichtiger Betrachtung 

scheinen die Kerne meist ohne merkliche Lageveraénderung hinter- 
einander im Plasma der Hyphenspitzen zu liegen. Bei starkerer Ver- 
eréBerung (Achromat 90/1,25 und Okular 10 x) lassen sich jedoch Lage 
und Formveradnderung der Kerne in geeigneten Fallen miihelos ver- 
folgen. Bei langerer Beobachtung ist deutlich zu erkennen, daf die 
Kerne dauernd, bald langsamer, bald rascher ihre Lage verandern; je 
geringer der Abstand der Kerne voneinander, desto auffalliger sind die 
Bewegungen. Wenn auch die Sichtbarkeit der Kerne in gewissem 
Grade von den Kulturbedingungen abhangt und infolgedessen nicht 
immer gleich gut ist, so erwies sie sich doch als ein hervorragendes Hilfs- 
mittel zur Feststellung der Kernphase einzelner Hyphen. Da8 die 
Lebendbeobachtung der Zellkerne vielleicht auch in anderer Hinsicht 
wertvolle Beobachtungen erméglicht, so z. B. bei der Kernteilung usw., 
ist fiir die behandelten Fragen weniger wichtig. 


III. Versuche mit verschiedenen Kohlenstoffquellen. 
1. Wuehsstirke des Myeels. 


Als Grundlésung diente die von Schopfer und Blumer (1938) in ihren 
Untersuchungen iiber die Biologie von U. violacea verwandte Nahrlésung 
von folgender Zusammensetzung: Glucose 1,0, Asparagin 0,1, KH, PO, 0,15, 
MgSO, 0,05, aqua dest. 100. px nach Autoklavieren 4,4. 

Diese auBerst einfache Nahrlésung, gegen die mit Recht gewisse 
Bedenken geltend gemacht werden kénnen (z. B. Burge/f, 1934), habe 
ich in erster Linie gewahlt, um eine gute Vergleichbarkeit unserer 

13* 
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Versuche mit den Ergebnissen von Schopfer und Blumer zu erzielen. 
Nach diesen Untersuchungen ist U. nuda ein auxoautotropher Organis- 
mus, d. h. der Pilz soll sich in der rein synthetischen Nahrlosung normal 
entwickeln, ohne auf den Zusatz besonderer Wachstumsfaktoren an- 
gewiesen zu sein. Hierauf aufbauend, sollte zunachst die Bedeutung 
der C- und N-Ernahrung fiir das Zustandekommen und die Erhaltung 
der Dikaryophase ermittelt werden. Bereits die ersten Versuche hatten 
jedoch ein véllig unerwartetes Ergebnis und fiihrten zu einer Anderung 
des Versuchsplanes. 


Die erste Versuchsreihe galt dem Einflu8 der C-Ernahrung auf 
die Entwicklung der Dikaryophase des Pilzes. 

Zu diesem Zweck wurde in der oben angegebenen Grundlésung die 
Glucose jeweils durch die entsprechenden C-Verbindungen ersetzt. Bis 
auf die Glykoside, die in je 0,1%, und organische Saéuren, die in je 0,5 % 
geboten wurden, betrug die Konzentration der einzelnen C-Quellen 
jeweils 1%. 

Ich begniigte mich zunachst mit einer qualitativen Beurteilung der 
Entwicklungsstirke des Pilzwachstums, da das Hauptgewicht der 
geplanten Untersuchungen auf die mikroskopische Beobachtung des 
Entwicklungszustandes gelegt werden sollte. 


Tabelle IT. Wachstumvon U. nuda mit verschiedenen Kohlenstof f- 
quellen (Kulturdauer 20 Tage). 


% C- Quellen | ee trae x | % C- Quellen Pe Se * 

Kontrolle (ohne C) +/+ 1,0} Maltose techn. .... ++ 
Ol a Gil y Corin Mertens sratemss +--+ LON T Eactosemeseien ence +/+-+ 
TO)\'see XvlOse wy croterer tele. Spur 1,0} Raffinose ......... +/++ 
1,0| d(—)-Arabinose ... 0 1-0) Dex trinwe sper +4 
1,0; 1(-+)-Arabinose ... + 1,0} Starke léslich ..... + 
TOW tA COnibie. sera veers stars + 1.0) invulin Wn. acer i+ +/+++ 
1 Om DOR DItrm year tate + O,15),, Arbuting aster + 
TO) ERNE oe aeie o orioe +/+-+ 70,1} Aesculin .......... ++ 
LO eis ylosemacteme ce: ++-+ |0,1) Amygdalin........ + 
Oi GIN CORG iran wre steerer 4--++ Q31 |) SDigitalin@xyyerrts 0 
170i se vannoseneceieeire: ++-+ |0,1| Saponin .......... + 
1,0) *Galaktoses< .i.3.0« 0,5| Athylalkohol...... + 
1,0} Saccharose........ +++ |0,6| Apfelsture........ 0 
1,0; Maltose cryst...... + 0,5| Bernsteinsiure .... 0 

* 0 kein, + sehr schwaches, 4+ schwaches, ++ miBiges, +++ starkes Wachstum. 


Die in Tabelle IT zusammengefaBten Ergebnisse zeigen, daB nur wenige 
der gepriiften Substanzen ein hinreichend gutes Wachstum ermdglichen, 
nimlich Liivulose, Mannose, Saccharose und Inulin. Dagegen hatten 
gerade solche Stoffe, die dem Pilz in seiner natiirlichen Entwicklung (im 
Gewebe der Wirtspflanze) in erster Linie zur Verfiigung stehen, wie Glucose, 
Maltose, Dextrin und Starke, nur eine schwache bis maBige Entwicklung 
zur Folge. Etwa gleich stark war das Wachstum noch mit Glycerin, 
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1-Arabinose, Sorbit, Mannit, Lactose, Raffinose, Arbutin, Asculin, Amyg- 
dalin und Athylalkohol. Sehr schwach, d.h. schwacher oder kaum starker 
als in den Kontrollen ohne C, war die Entwicklung mit Xylose, Adonit und 
Saponin, wahrend mit d-Arabinose, Galaktose und Digitalin sowie mit den 
beiden gepriiften organischen Sauren iiberhaupt kein Wachstum erfolgte. 

Dieses Ergebnis war zunachst tiberraschend. Schopfer und Blumer 
(1938) fanden in der glucosehaltigen Nahrlésung mit und ohne Vitamin- 
zusatz ,,tiberall gute Entwicklung‘‘; demgegeniiber kann das Wachstum 
in meinen Versuchen mit Glucose, verglichen mit der Wuchsstirke in 
den friiher von mir verwendeten Pflanzenextrakten, héchstens als 
maBig bezeichnet werden. Die Auxoautotrophie von U. nuda, die wir 
bei der Anlage unserer Versuche vorausgesetzt hatten, wurde durch 
dieses Ergebnis jedenfalls stark in Frage gestellt. Dieser Kindruck wurde 
noch verstarkt durch die Befunde der mikroskopischen Beobachtung 
der Mycelentwicklung, die eine eingehende Darstellung erfordert. 


2. Verlauf der Mycelentwicklung. 
a) Normaler Entwicklungsverlauf auf geeignetem Substrat. 


Die Sporen keimen zunachst stets zum Promycel aus und bilden 
nach 3 bis 4 Tagen Keimmycelien, deren Aufbau und Kernverhaltnisse 
kaum irgendwelche gesetzmaBigen Unterschiede aufweisen, vielmehr 
durchaus den von mir bereits frither beschriebenen Verhaltnissen ent- 
sprechen (T'hren, 1940/41a). 

Eine gewisse Abweichung war hochstens insofern festzustellen, als 
neben den durch die Haplontenkopulation zustande kommenden dikaryoti- 
schen Suchfaiden auch einzelne haploide Hyphen zur Vermehrung kamen. 
Dieser Unterschied gegeniiber meinen friiheren Beobachtungen diirfte 
vielleicht darauf zuriickzuftihren sein, daB ich friiher fast stets mit frisch 
geernteten Brandsporen arbeitete, wahrend bei meinen jetzigen Versuchen 
die Sporen bei der Aussaat bereits mindestens 4 Monate alt waren. 

In allen Fallen, in denen nicht infolge mangelnder Eignung des 
betreffenden Substrates ein friihzeitiger Stillstand des Wachstums 
erfolgt, werden in den Kulturen bald mehr oder weniger zahlreiche 
Mycelfléckchen sichtbar, die bei mikroskopischer Betrachtung meist 
einen ziemlich dichten Mycelkern und einen ++ lockeren Mycelsaum 
unterscheiden lassen. Der Mycelkern besteht in erster Linie aus dem 
untibersichtlichen Gewirre der durch das fortschreitende Spitzen- 
wachstum der Zellen entleerten Hyphenpartien, zwischen denen mehr 
oder weniger zahlreiche, meist interkalare plasmaerfiillte Hyphenstticke 
liegen, die ihr Wachstum zeitweise eingestellt haben. Nach kiirzerer 
oder lingerer Zeit beginnen manche dieser Hyphen wieder auszuwachsen, 
wobei sich neben normalem Spitzenwachstum verschiedene Grade zu- 
nehmender Entwicklungsstérung beobachten lassen. Dazu kommen 
noch die schon erwahnten nicht zur Kopulation gelangten haploiden 
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Hyphen, die ebenfalls oft eine mehr oder weniger gestérte Entwicklung 
aufweisen. 

Die aus Promycel-Zellkopulationen bzw. aus der Fusion haploider 
Zellen hervorgehenden dikaryotischen Hyphen wachsen nach allen 
Richtungen aus und bilden um den inneren Mycelkern einen bald 
dichteren, bald mehr lockeren Saum regelmaBiger, + gerade gestreckter 
und durch ihr rasches Wachstum ausgezeichneter Hyphen. Diese 
stellen die typische, bei ungestérter Entwicklung auf einem geeigneten 
Substrat stets in Masse auftretende Hyphenform dar und sollen im 
folgenden nach Bauch (1925) als dikaryotische Suchfaden bezeichnet 
werden. Von Zeit zu Zeit treten Teilungen auf, wobei stets das in 
Abb. 1d (S. 193) abgebildete Dreizellstadium zu beobachten ist. 


Die bisherige Schilderung entspricht dem Verhalten auf einem fiir 
die Kultur des Pilzes geeigneten Nahrboden, etwa dem friither von mir 
vielfach verwandten Malzextrakt-Agar. Bei genitigendem Vorrat an 
geeigneter Nahrlésung gehen die Kulturen hier, wie schon Brefeld 
(1895) feststellte, ,,wenn nur die Nahrlésungen reichen und keine 
fremden Schimmel hinzukommen, endlos fort‘. 


Durch die in der Einleitung geschilderte Weiterentwicklung der 
sich teilenden dikaryotischen Hyphen kommen stets wieder neue Such- 
faden zustande, und der Saum einer solehen Kultur besteht noch nach 
monatelanger Kultur vorwiegend aus den typischen dikaryotischen 
Suchfaden. 


Kinzelne Hyphen stellen zwar, besonders in alteren Kulturen, bald 
nach Bildung des Dreizellstadiums, bald auch ohne sich erst zu teilen, 
ihr normales Wachstum ein, schwellen unter verschiedenen Verinderun- 
gen des Zellinhalts und Zellwandverdickung oft betrachtlich an, um 
schlieBlich abzusterben. Diese Hyphen weisen haufig mehr oder weniger 
intensiv gelblich bis olivbraun gefairbte Wéande auf und enthalten 
neben Resten des protoplasmatischen Zellinhalts oft groBe Oltropfen 
bzw. Fettmassen (fettige Degeneration). Sie sollen im folgenden als 
degenerierende Gemmen bezeichnet werden. Die zunehmende Bildung 
dieser — in ahnlicher Form auch bei anderen Pilzen auftretenden — 
degenerierenden Gemmen in alteren Kulturen, wo sie meist auch die 
Farbung der Mycelien bestimmen, diirfte wahrscheinlich auf die An- 
haufung von Stoffwechselprodukten im Substrat zuriickzufiihren sein. 


In den synthetischen Nahrlésungen entsprach die Entwicklung nur 
in den ersten Tagen dem geschilderten Verhalten; sehr bald machten 
sich Abweichungen vom normalen Verlauf bemerkbar, die je nach der 
gebotenen C-Quelle in verschiedener Richtung gingen. Die Kulturen 


wurden jeweils nach 6, 9, 12, 15 und 20 Tagen mikroskopisch kon- 
trolliert. 
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b) Entwicklung mit Maltose als Kohlenstoffquelle. 


Mit Maltose als C-Quelle ergab sich folgendes Bild: Am 6. Tag 
zeigt die mikroskopische Priifung noch keine Unterschiede gegentiber 
dem typischen Verhalten; neben einzelnen mehr oder weniger gestorten 
Zellen im Mycelkern finden sich fast nur Hyphen mit normalem Spitzen- 
wachstum, und der Mycelsaum besteht fast ausschlieBlich aus den 
charakteristischen Suchfiden. Auch nach 9 Tagen ist noch kaum eine 
Veranderung festzustellen. Nach 12tagiger Kulturdauer beginnt das 
Bild sich zu wandeln: Die dikaryotischen Hyphen des Mycelsaumes 
haben zumeist nicht mehr das typische Aussehen der langgestreckten 
Suchfaden; die plasmaerfiillten Hyphenspitzen sind kiirzer geworden, 


Abb. 2. Ustilago nuda. Verschiedene Entwicklungsstadien von ,,Maltosegemmen“ 
(Erliuterung im Text). Vergr. 650. 


in einzelnen beginnt das Plasma sich von der Spitze etwas zuritick- 
zuziehen, es wird dichter, homogener und stark lichtbrechend. Manche 
Hyphen sind in Teilung begriffen, vereinzelt finden sich an solchen Drei- 
zellstadien auch Kopulationen zwischen Basal- und Apikalzellen. Am 
15. Tag hat sich die angebahnte Wandlung des Mycelbildes soweit 
verstarkt, daB die kurzen plasmahaltigen Hyphenenden, die bald 
ungeteilt, bald auch in Teilung oder schon in Kopulation begriffen sind, 
dem mikroskopischen Mycelbild ein véllig verandertes Geprage geben. 

Abb. 2 zeigt die charakteristischen Formen dieses Entwicklungs- 
stadiums. Wie schon erwahnt, ist die Sistierung des Spitzenwachstums 
daran zu erkennen, da8 das Plasma sich von der Hyphenspitze zuriick- 
zieht, wobei der plasmahaltige Teil der Hyphe mehr oder weniger stark 
anschwillt. Entweder verharren die Zellen nun auf dem erreichten 
Stadium (Abb.2a), oder aber es tritt eine Teilung ein, wobei auch hier 
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fast immer das typische Dreizellstadium zustande kommt (Abb. 2b 
bis 2d). DaB die Kernverhaltnisse hierbei dieselben sind wie bei den 
Teilungen der typischen Suchfiden, ergibt sich aus den Kopulationen, 
die in mehr oder weniger groRer Zahl auftreten und fast stets Basal- 
und Apikalzelle durch eine Kopulationsbriicke miteinander verbinden 
(Abb. 2e). Haufig folgen noch mehrfache Teilungen und Kopulationen 
aufeinander, wodurch oft recht komplizierte Bilder entstehen; Abb. 2f 
gibt ein noch relativ einfaches Beispiel. Nicht immer kommt es in- 
dessen zur Kopulation, vielmehr kénnen die Hyphen auch mit dem 
Dreizellstadium ihre Weiterentwicklung beenden. Sie bleiben dann 
entweder mehr oder weniger gestreckt, oder aber einzelne Zellen 
schwellen immer stairker an, wobei schlieBlich kugelige Gebi'de ent- 
stehen k6énnen. 


Alle die geschilderten Entwicklungszustande finden sich meist 
nebeneinander, wobei bald die einen, bald die anderen vorherrschen, 
ohne bestimmte GesetzmaBigkeiten erkennen zu lassen. Damit ist die 
Entwicklung in den maltosehaltigen Nahrlésungen im wesentlichen ab- 
geschlossen. Die 20 Tage alte Kultur zeigt keine weiteren Verainderungen, 
ja selbst nach 30 oder 40 Tagen ist das Mycelbild nahezu unverandert. 
Die Hyphen sind offenbar in einen Dawerzustand tibergegangen, dessen 
Zellen im folgenden als ,, Waltosegemmen‘: bezeichnet werden sollen. 


Die selbst auf geeigneten Nahrbéden bei langerer Kulturdauer fast 
stets in gréRerer oder geringerer Zahl auftretenden degenerierenden 
Gemmen mit stark verdickten braunen Zellwanden fehlen hier fast 
ganz, so daB Maltosekulturen meist von fast rein weiBer Farbe sind. 


c) Entwicklung mit Glucose als Kohlenstoffquelle. 


Ganz anders verlauft die Entwicklung in Gegenwart von Glucose 
als Kohlenstoffquelle: Am 6. Tag ist der Unterschied gegeniiber den 
Maltosekulturen noch gering. Auch hier beherrschen die zahlreich 
vorhandenen dikaryotischen Suchfaiden zunichst vollig das Bild. Aller- 
dings treten bereits einzelne Teilungen (Dreizellstadien) in Erscheinung, 
deren Weiterentwicklung offenbar eine gewisse Stérung aufweist. Nach 
%tagiger Kulturdauer sind zwar noch mehr oder weniger zahlreiche 
dikaryotische Hyphen, zum Teil vom Aussehen typischer Suchfaden, 
vorhanden, doch macht sich die Entwicklungsstérung nach Teilung der 
Hyphen schon starker bemerkbar. Im weiteren Verlauf der Kultur 
nimmt die Zahl der dikaryotischen Hyphen immer mehr ab, zahlreiche 
Teilungsbilder mit staérkeren St6rungen der weiteren Entwicklung 
treten an ihre Stelle, wahrend sich andere Hyphen in die bereits be- 
schriebenen degenerierenden Gemmen umwandeln. Bei Abschlu8 der 
Kultur (20,Tag) sind schlieBlich nur noch ganz vereinzelt gestreckte 
dikaryotische Hyphen vorhanden, die typischen Suchfiden fehlen so 


Entwicklungsphysiologie der Dikaryophase von Ustilago nuda. 


201 


gut wie ganz, die Hauptmasse des Mycels bilden dagegen mehr oder 
weniger dichte Zellknauel, die aus teils stark knotigen, teils unregel- 
mafig buckelig geschlangelten Hyphen bestehen. 


i ikaryotise yphen von Ustilago nuda in synthetischer Nihr- 
b. 3. Verzweigungsvorgang dikaryotischer Hyp ( " yr c 
Pains mit Glucose als C-Quelle; verschiedene Grade der Entwicklungsstorung (Erlauterung im Text). 
Vergr. 650. 


Es sind also Stérungen im Ablauf des normalen in Abb. 1 (8. 193) 
dargestellten Teilungs- und Verzweigungsvorganges der dikaryotischen 
Hyphe, die die eigenartige Entwicklung des Mycels in der glucose- 
haltigen Nahrlésung zur Folge haben. Nur in den ersten Tagen der 
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Entwicklung nehmen Teilungen und anschlieSende Verzweigungen der 
dikaryotischen Hyphen noch den typischen Verlauf: Bildung des Drei- 
zellstadiums, unmittelbare Auskeimung der dikaryotischen Mittelzelle, 
Kopulation zwischen Basal- und Apikalzelle, d.h. Wiederherstellung 
des dikaryotischen Zustandes (Abb. 3a). 


Die beginnende Stérung der typischen Entwicklung gibt sich darin 
zu erkennen, daB die monokaryotischen (haploiden) Zellen des Dreizell- 
stadiums nicht mehr normal fadig auswachsen, sondern meist an 
mehreren Stellen zugleich — vorwiegend am apikalen und basalen 
Zellende — aussprossen, wovon Abb. 3b ein etwas fortgeschrittenes 
Stadium wiedergibt. Dabei treten vielfach auch Teilungen innerhalb 
der Zellen auf (Apikalzelle in Abb. 3b). Die dikaryotische Mittelzelle 
wachst bei diesem schwacheren Grade der Entwicklungsst6rung noch 
normal aus, nur folgt oft bereits sehr viel friiher als auf geeignetem 
Substrat erneute Teilung der Paarkernhyphe, so auch in dem ab- 
gebildeten Beispiel. SchlieBlich aber stellt auch die dikaryotische 
Mittelzelle ihre normale Entwicklung ein; haufig degeneriert sie, ohne 
sich tiberhaupt weiterzuentwickeln, wahrend gleichzeitig die Wachs- 
tumsanomalien der Basal- und Apikalzellen immer extremere Formen 
annehmen, so daf schlieBlich ohne vergleichende Betrachtung der ver- 
schiedenen Zwischenstufen kaum mehr zu erkennen ist, daB auch diese 
Zellverbande einem typischen Dreizellstadium ihren Ursprung ver- 
danken (Abb. 3c). Seltener beteiligt sich auch die Mittelzelle an der 
Bildung dieser knotigen Zellproliferationen (Abb. 3d), wobei dann 
méglicherweise auch ganz abweichende Kernverhialtnisse auftreten 
k6énnen, eine Frage, die ich allerdings nicht naher untersucht habe. 


Die mit zunehmender Entwicklungsdauer unregelmafig ‘durch- 
einander wuchernden SproBverbinde bestehen also in erster Linie aus 
haploiden Hyphen, und wenn die normale Entwicklung der dikaryoti- 
schen Hyphen nicht bekannt ware, kénnte man aus solchen Bildern 
schlieBen, daB die Dikaryophase des Pilzes auf kiinstlichem Substrat 
nicht kultivierbar ist. Tatsiachlich liegt eine Hemmung der normalen 
Entwicklung des Pilzes vor, die darin besteht, da in der verwendeten 
synthetischen Nahrlésung mit Glucose als C-Quelle die Teilung und 
anschlieBende Weiterentwicklung der dikaryotischen Hyphen, vor 
allem die normale faidige Auskeimung sowie die Kopulation der mono- 
karyotischen Zellen des entstehenden Dreizellsystems gehemmt ist. 


d) Entwicklung mit anderen Kohlenstoffquellen. 


Was nun die Entwicklung des Pilzes in den iibrigen Nahrlésungen 
betrifft, so ergaben sich, abgesehen von verschiedenen Hemmungs- 
erscheinungen bei offensichtlich ungeeigneten C-Quellen (Xylose, Arbutin, 
Asculin, Saponin und Athylalkohol) keine spezifischen Besonderheiten. 
In den meisten der iibrigen Falle naherte sich der Entwicklungszustand, 
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mit fortschreitender Kulturdauer einem der beiden oben beschriebenen 
Endstadien, wenn sich nicht, wie mit Mannose als Kohlenstoffquelle, bei 
Abschlu8 der Kultur noch kraftige Mycelsiume aus charakteristischen 
Suchfaden fanden, was der normalen Entwicklung auf einem geeigneten 
Substrat entspricht. 

Das Maltosebild wurde bei Glycerin, Adonit, Sorbit, Mannit, 
Lactose, Dextrin und Starke beobachtet. 


Annaherung an das Glucosebild ergaben 1-Arabinose, Lavulose, 
Saccharose, Raffinose, Inulin und Amygdalin. 


e) Entwicklung ohne Kohlenstoffquelle. 


In den Kontrollen ohne Kohlenstoff war nur eine schwache Mycel- 
entwicklung zu beobachten. Die Entwicklung der ,,C-freien‘‘ Kulturen 
— Asparagin kommt fiir U. nuda als Kohlenstoffquelle offenbar nicht 
in Frage — geriet bereits nach Erreichen des Suchfadenstadiums ins 
Stocken, wobei es nur zu schwacher Vermehrung der Hyphen kam: 
schlieSlich trat nach Teilung der dikaryotischen Hyphen vdlliger Still- 
stand der Entwicklung ein. In den 20taigigen Kulturen fanden sich 
neben einzelnen typischén dikaryotischen Hyphen mehr oder weniger 
zahlreiche, im Dreizellstadium steckengebliebene Teilungsbilder. Stellen- 
weise nahmen die Hyphen, besonders im Mycelkern, Maltosegemmen- 
ahnliche Gestalt an; die Mycelentwicklung naherte sich damit mehr oder 
weniger dem typischen Maltosebild. 


Die mikroskopische Beobachtung der Mycelentwicklung mit ver- 
schiedenen Kohlenstoffquellen bestatigte somit in vollem Umfang die 
Berechtigung der bereits geduBerten Bedenken gegen die Richtigkeit 
der Auffassung von Schopfer und Blumer (1938), daB U. nuda als auxo- 
autotroph betrachtet werden kénne. Der Pilz weist zwar in der Schopfer- 
schen Testnahrlésung ein gewisses, wenn auch schwaches Wachstum 
auf, doch ist die Entwicklung auBerordentlich gestért. Diese Tatsache 
machte eine eingehendere Untersuchung des Aneurinstoffwechsels von 
U. nuda erforderlich. 


IV. Wirkung des Aneurins und seiner Komponenten. 
1. Wirkung in Kombination mit Maltose als Kohlenstoffquelle. 


a) Wuchsstdrke des Mycels. 


Um zunachst einen Uberblick zu gewinnen, ob Aneurin bzw. Pyrimidin 
oder Thiazol iiberhaupt einen quantitativ fa8baren Einflu®B auf das Mycel- 
wachstum von U. nuda ausiiben, wurde eine Versuchsreihe mit relativ 
hohen Vitaminkonzentrationen (je 0,1, 1,0 und 100,0 y in 10 ccm Nahr- 
lésung) angesetzt. Die Versuche zur Bestimmung des Myceltrockengewichts 
wurden in Kélbchen von 200 cem Inhalt durchgefiihrt, um eine moglichst 
geringe Schichttiefe der Nahrlosung zu erzielen. Das Ergebnis der Versuche 
mit Maltose als C-Quelle gibt Tabelle III wieder. 
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Tabelle III. Einflu®B von Aneurin und seinen Komponenten auf 
das Mycelwachstum von U.nuda in Kombination mit Maltose 
als C- Quelle. (Kulturdauer 23 Tage.) 


Myceltrockengewichte in mg (Mittelwerte aus je 2 Kulturen). 


Zusatz/10 cem ; ! meee ") Pyrimidin + Thiazol | Pyrimidin | Thiazol 
100,0 y 6,0 2,5 yb. 3.0 
1,0y 2,5 2,5 1,5 2,5 
0,1 y | 3,0 3,0 3,0 2,0 
Kontrolle (ohne Zusatz) | 1,0 155 1,5 1,5 


Die Starke des Mycelwachstums entsprach fast tiberall der in 
Tabelle II gewahlten Bezeichnung +- fiir schwaches Wacnstum. Immer- 
hin liegen die Myceltrockengewichte aller Versuchswerte mit einer Aus- 
nahme iiber den Kontrollwerten, doch sind die Unterschiede so gering, 
daB es kaum méglich ist, daraus sichere Schliisse zu ziehen. Eine 
einwandfreie Wirkung des Vitaminzusatzes lief sich somit durch die 
Bestimmung der gebildeten Pilztrockenmasse zunichst nicht erfassen. 
Die mehrfache Bestiatigung des Ergebnisses bei wiederholter Ausfithrung 
des Versuchs beweist indessen eine wenn auch geringe Férderung des 
Mycelwachstums durch den Vitaminzusatz. 


b) Verlauf der Mycelentwicklung. 


Ganz entsprechend den Ergebnissen der Trockengewichtsbestim- 
mung verlief auch die mikroskopische Beobachtung der Mycelentwick- 
lung. Bei Abschlu8 der wiederholt zu diesem Zweck angesetzten Ver- 
suche (nach 20 Tagen) fanden sich neben einzelnen faidig gestreckten 
Hyphen vom Suchfadentypus tiberall in groBer Menge die typischen 
Maltosegemmen. Gewisse zeitliche Unterschiede im Auftreten der ersten 
Gemmenbildungen bzw. im Schwinden der fadigen vegetativen Hyphen 
waren zwar bemerkbar, doch zeigten sich auch hierbei keine geniigend 
grofken Unterschiede, um im Einzelfall mit Sicherheit zu entscheiden, ob 


der Vitaminzusatz eine Verlingerung des Suchfadenwachstums zur 
Folge hat. 


2. Wirkung in Kombination mit Glucose als Kohlenstoffquelle. 
a) Wuchsstirke des Mycels. 


Der erste Versuch (Tabelle IV) entspricht in Anlage und Aus- 
fithrung véllig dem bereits besprochenen Maltoseversuch. 

Wohl infolge etwas starker Beimpfung erreichte die zusatzfreie 
Kontrollkultur das relativ hohe Mycelgewicht von 6 mg. Trotzdem ist 
die Vitaminwirkung erkennbar. Ganz einwandfrei tritt hier die ver- 
mutete Auxoheterotrophie von U. nuda in Erscheinung: Aneurin, Pyri- 
midin + Thiazol, wie auch Pyrimidin allein bewirken eine betrachtliche 
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Tabelle IV. Einflu8 von Aneurin und seinen Komponenten auf 
das Mycelwachstum von U. nuda in Kombination mit Glucose 
als C- Quelle. (Kulturdauer 23 Tage.) 
Myceltrockengewichte in mg (Mittelwerte aus je 2 Kulturen). 


Tesckn deen a | Mose | Pyrimidin + Thiazol | Peamidin | “Thiazol 

E ees etl ew jlo ee ee eae 

100,0 v 17,8 18,5 20,5 13,0 

1,0 y 30,5 26,0 21,5 6,5 

0,1 y 21,5 22,0 26,5 8,5 

Kontrolle (ohne Zusatz) 6,0 

Steigerung des Mycelwachstums; Thiazol hat — wie weitere Versuche 
bestatigen — héchstens in sehr hohen Konzentrationen eine gewisse 


Foérderung des Pilzwachstums zur Folge. 


Die Schwierigkeiten, die bei der Eigenart des Mycelwachstums von 
U.nuda der Gewinnung gleichmafiger Kulturen entgegenstehen, er- 
schweren die exakte Festlegung der optimalen Vitaminkonzentrationen. 
Trotzdem sollte der Versuch gemacht werden, die Lage des Optimums 
wenigstens annahernd zu bestimmen. In den hierzu angesetzten Ver- 
suchen wurde ganz besonders auf gleichmaBige und schwache Beimpfung 
der Kulturen geachtet. 


Tabelle V. Einflu8 von Aneurin und seinen Komponenten auf 
das Mycelwachstum von U. nuda in Kombination mit Glucose 
als C- Quelle. Ermittlung der optimalen Konzentration. 


(Kulturdauer 21 Tage.) 


Myceltrockengewichte in mg (Mittelwerte aus je 2 Kulturen). 
Zusatz/10 cem Konzentration | Aneurin ees Pyrimidin | Thiazol 
150°» uc KO end 29,5 31,5 25,5 3,0 
05 ¥ 5-10-8 28,5 28,5 31,5 1,0 
Oc eey, iboalOs® 24,5 31,0 33,0 3,0 
0,05 y» 5-10-9 22,0 24,0 26,5 2,0 
0,01. » tO? 9,5 10,0 17,0 2,5 
0,005 v 5 - 10-10 7,5 8,5 8,5 3,0 
0,001 » 1-10-10 4,0 3,0 4,0 1,0 
Kontrolle (ohne Zusatz) 1,5 3,0 2,0 2,0 


Die Bedeutung des Aneurins fiir das Mycelwachstum von U. nuda 


kommt hier noch deutlicher zum Ausdruck als im vorhergehenden 
Versuch. Klar tritt die véllige Ersetzbarkeit des Aneurins durch Pyri- 
midin in Erscheinung, ebenso die Unfahigkeit des Pilzes, das gebotene 
Thiazol zu verwerten. 

Beschranken wir uns auf die Werte ganzer Zehnerpotenzen, so 
kénnen wir sagen, da eine Konzentration von 10-8, d.h. 0,1 y in 
10 cem, dem Optimum bereits nahekommen diirfte; 10~° ist deutlich 
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suboptimal, wahrend mit einer Konzentration von 10-7, also 1,0 y in 
10 ccm, nur mit Aneurin ein weiterer Gewichtsanstieg erzielt wurde. 
Unter der Voraussetzung, daB U.nuda nur den Pyrimidinanteil des 
Aneurins oder eines Gemisches von Pyrimidin + Thiazol aufnimmt 
bzw. verwertet, sollte natiirlich der Optimalwert von Pyrimidin einer- 
seits und Aneurin bzw. Pyrimidin + Thiazol andererseits einen ent- 
sprechenden Unterschied aufweisen. Die Schwierigkeiten, die der 
Erzielung genau vergleichbarer Mycelgewichte entgegenstehen, er- 
schweren jedoch eine exaktere Festlegung der Optima. 


b) Verlauf der Mycelentwicklung. 


Es war nun von besonderem Interesse, die Entwicklung des Pilz- 
mycels in der Glucosendhrlésung mit verschiedenen Vitaminzusatzen 
genauer zu verfolgen. Dabei zeigte sich, da parallel dem geférderten 
Mycelwachstum bei Zugabe steigender Vitaminkonzentrationen eine 
zunehmende Normalisierung der Mycelentwick'ung eintritt. Der Mycel- 
saum besteht auch nach langerer Kulturdauer (15 bis 20 Tage) noch 
vorwiegend aus kraftigen dikaryotischen Hyphen vom Suchfadentypus, 
was offenbar darauf beruht, daB die starken St6rungen in der Weiter- 
entwicklung nach erfolgter Teilung der dikaryotischen Hyphen durch 
den Vitaminzusatz weitgehend aufgehoben werden. Somit kommt dem 
Aneurin fiir die Erhaltung der Dikaryophase von U.nuda unter den 
gegebenen Kulturbedingungen eine entscheidende Bedeutung zu. Das 
Vitamin erméglicht den normalen Teilungs- und Verzweigungsvorgang 
der dikaryotischen Hyphen; es kann dabei, wie auch die mikroskopische 
Betrachtung der Mycelentwicklung zeigt, durch ein Gemisch von 
Pyrimidin + Thiazol bzw. durch Pyrimidin allein voll ersetzt werden. 

Allerdings finden sich neben den normalen dikaryotischen Hyphen 
vom Suchfadentypus immer noch einzelne stark gestérte Teilungsbilder 
und vor allem degenerierende Gemmen in betrachtlicher Zahl. Beim 
Betrachten einzelner Mycelfléckchen aus alteren Kulturen mit optimaler 
Vitaminkonzentration ist meist eine auffillige regionale Differenzierung 
in Stellen mit vorwiegend normalen Suchfiaden einerseits und solche 
mit wechselnder Starke der Entwicklungsst6rung andererseits zu beob- 
achten. Alle Ubergiinge von den stirksten der beschriebenen Ent- 
wicklungsstérungen bis zur vOllig normalen Hyphenverzweigung lassen 
sich dabei feststellen. Abb. 4 gibt ein Beispiel fiir die haufigen Uber- 
gangsformen zwischen normalem Entwicklungsverlauf und den bereits 
beschriebenen extremen Stérungserscheinungen. Die Mittelzelle (M) 
des urspriinglichen Dreizellsystems ist normal in der Richtung des 
Pfeiles ausgewachsen, wihrend aus Apikal- und Basalzelle (A und B) 
nach mehrfachen Teilungen je eine ganze Reihe von Zellen hervor- 
gegangen sind, die in verschiedenem Grade mehr oder weniger fadige 
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Auswiichse getrieben haben. Die basale Hyphe der Apikalzelle ist nach 
rickwarts ausgewachsen und hat an zwei Stellen (K) mit Hyphen der 
urspriinglichen Basalzelle kopuliert; von der einen Kopulationsstelle 
aus hat sich eine neue dikaryotische Hyphe (DS) gebildet. Seltener 


treiben die aus Apikal- und Basal- 
zelle hervorgehenden Hyphen, ohne 
zu kopulieren, mit normalem Spitzen- 
wachstum aus. Charakteristisch ist 
jedoch in jedem Falle das Vor- 
herrschen der normalen Suchfaden 
im Mycelsaum, wahrend in Kulturen 
mit suboptimalen Vitaminkonzen- 
trationen die Suchfaden allmahlich 
mehr und mehr zuriicktreten und 
schlieBlich wie in den vitaminfreien 
Kontrollkulturen fast vdllig ver- 
schwinden. 

Erhoéhung der Vitaminkonzen- 
tration uber 0,1 y/10 ccm hinaus, 
die bei einer Kulturdauer von etwa 
20 Tagen nur vereinzelt eine weitere 
Steigerung des Mycelgewichts ergab, 
macht sich im Entwicklungsverlauf 
des Pilzes doch deutlich bemerkbar ; 
die degenerierenden Gemmen treten 
um so sparlicher auf, je hdher die 
Vitaminkonzentration ist, was sich 
auch in der Farbung der Mycelien 
widerspiegelt (s. Tabelle VI). Daraus 
14Bt sich schlieBen, daB 1,0 y/10 cem 
dem wahren Optimum am nachsten 
kommen diirfte. 

Stérungen des Mycelwachstums 
durch sehr hohe Vitaminkonzen- 
trationen (s. Tabelle VI), die mit dem 
zuerst ‘vverwendeten Vitaminpraparat 


mehrfach beobachtet wurden und in 
einer primaéren Kopulationshemmung 


Abb. 4. MaBig gestorter Verzweigungsvorgang 
einer dikaryotischen Hyphe von Ustilago nuda 
(Erliuterung im Text). Vergr. 650. 


der Haplonten bestanden, diirften auf eine Verunreinigung zuriickzuftihren 
sein; mit einem anderen Vitaminpraparat traten sie nicht in Erscheinung. 

Tabelle VI bringt erginzend in etwas schematisierter Form einen 
Auszug aus den Versuchsprotokollen, um den zeitlichen Verlauf der 
Mycelentwicklung mit und ohne Vitaminzusatz besser zu veranschau- 
lichen. Da sich zwischen der Wirkung von Aneurin bzw. Pyrimidin 
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Tabelle VI. Abhangigkeit der Mycelentwickk 
= Nach 6 Tagen | Nach 12 Tagen 
y Teilung \| | Teilung 
Zusatz Glad: \| d Weiter- 
ps [pa] tat Melle lee eps pd at fete 
der DH der DH 
ag 
1 ) — | MS fast nur | — + - MS fast nur| gestre 
oe = Ris Sea ape aus HH | — fadi 
gliedrigen HH _ bestehend 
100 y +++} — normal — || 4 — normal bis | meist 4 
maSig 
gestort 
10 y See ae ae . = ae dasselbe » 
ly eee +. — |)++++ — normal bis s 
| stellenweise 
starker 
gestort 
0,1 y SE MS | 43 —|++++)/) —- dasselbe . 
0,01 y +--+ ak — Spar ap ac a ” ” 
0,001 — %6 — SPoE Soa meist teils fé 
Pie + stark | teils kr 
gestért 
0,0001 yj} +--+-+ | — a - cite dasselbe dasse: 
Kontrolle: || +-+--++ | — | meist normal | — — |stark gestért} + kn: 
bp 
1000 +++) 4+ meist = + 4. + normal | knotig 
-- normal bis stark fadi| 
gestort 
100 y +++] + dasselbe -- -+ ++ meist dassell! 
-+ stark 
gestért 
10 y +++] + Fe = + ++ |meist stark = 
gestort 
i iM A “Ie 4] ate ” a ais ap ie Bia dasselbe iad 
0,1 Y Ss be al + ” aa ++ isos le ” ” 
0,01 » +++] + a — -- -+--+--+ |stark gestért| —knotit 
Kontrolle: + -+- + —e 9 — + == ” ” ” 


DS = dikaryotische 


Suchfiden; DG = degenerierende Gemmen; DH = dikaryoti! 


+ Thiazol und Pyrimidin allein keine bemerkenswerten Unterschiede 
erkennen lieBen, wurde nur je ein Versuch mit Aneurin bzw. Thiazol 
dargestellt. In der Tabelle wurden nur die wichtigsten den Mycelsaum 
betreffenden Beobachtungen fiir den 6., 12. und 20, Kulturtag wieder- 
gegeben, so die relative Hiufigkeit der typischen dikaryotischen Such- 
Fir die Ver- 


fiden (DS) und der degenerierenden Gemmen (DG) 
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Nach 20 Tagen 


en; HH = haploide Hyphen nach Teilung der DH; MS = Mycelsaum. 


Stiirke 
= fast nur HH. Mycel meist fadig weiB + 
zum Teil absterbend 
a normal bis maéBig gestért ; Pet fast rein weil | 
a> > 2 ” ” ” ” ” ” ” + 
ae normal bis maBig, stellen- | ,, os SH  & SIE 
weise starker gestért 
+ normal bis + stark gestért #3 5 sehwach a 
triibolivbraun 
+-+-+| meist -- stark gestért teils fadig, || triibolivbraun SReE oe 
teils knotig 
+++ stark gestérte Ent- + knotig 54 ees 
wicklung 
5 dasselbe 5S schwach 
triibolivbraun 
a % ganz schwach 
triibolivbraun 
44 +- normal bis -+- stark knotig bis || tribolivbraun te 
gestért fadig 
4 stark gestért, Mycel + knotig oe == 
absterbend 
: Lae dasselbe % 59 aig 
: ++ - 5 ” ” ae 
4 Eanes 44 knotig 3 ++ 
a bes schwach -- 
ss as tribolivbraun 
+ stark gestérte Entwicklung o fast rein wei + 
| 


zweigung ist der Grad der Stérung angegeben, ferner wurde festgehalten, 
ob die bei gestérter Entwicklung in grofer Zahl auftretenden haploiden 
Hyphen vorwiegend knotig oder fadig wuchsen (s. Abb. 5a bis 5d). 
SchlieBlich wurden Mycelfarbe und Wuchsstirke bei AbschluB der 
Kultur vermerkt. 
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3. Wirkung des Aneurins und seiner Komponenten nach Vorkultur 
ohne Vitamin. 


Es sollte nun noch gepriift werden, ob auch ein erst nach Eintritt 
der typischen Entwicklungsstérungen erfolgter Vitaminzusatz diese 
wieder zu beheben und eine Normalisierung der Entwicklung herbei- 
zufiihren vermag. Zu diesem Zwecke wurden die Kulturen so lange in 
der zusatzfreien Nahrlésung belassen, bis sich das typische Glucosebild 
entwickelt hatte. Darauf wurden einzelne Mycelfléckchen in frische 
Nahrlésung mit abgestuften Vitaminzusatzen tibertragen. Nach etwa 


a b c d 


Abb. 5. Haploide Hyphen von Ustilago nuda; verschiedene Grade der Entwicklungsstérung 
(Erliiuterung im Text). Vergr. 650. 


6 Tagen war die Vitaminwirkung dann auch hier zu beobachten. Doch 
sind die Verhaltnisse weniger durchsichtig als bei Vitaminzusatz zu den 
keimenden Sporen. Kinerseits list offenbar schon die Ubertragung in 
frische Nahrlésung auch ohne Vitaminzusatz die Bildung einzelner 
dikaryotischer Hyphen aus, andererseits ist die Normalisierung der 
Mycelentwicklung auch in den giinstigsten Fallen eine sehr unvoll- 
kommene. Nur stellenweise traten neugebildete dikaryotische Hyphen 
auf, wihrend an anderen Stellen lediglich das knotige Wachstum der 
monokaryotischen Hyphen in mehr oder weniger normales Spitzen- 
wachstum iiberging (Abb. 5), ohne daB es indessen zu Kopulationen und 
damit zur Entstehung neuer dikaryotischer Hyphen gekommen wiire. 
Bei Vorkultur in Maltose war dagegen im nachfolgenden Glucoseversuch 
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die Vitaminwirkung besonders deutlich; sie entsprach vollig den Ver- 
haltnissen bei Vitaminzusatz zu den keimenden Sporen: mit Aneurin, 
Pyrimidin +. Thiazol und Pyrimidin allein kraftige Mycelentwicklung, 
mit Thiazol und in den vitaminfreien Kontrollen sehr schwache und 
gestorte Entwicklung. 

In anderen Versuchsreihen wurden die gestérten Mycelien nicht in 
frische Nahrlosung iibertragen, sondern es wurde zu den alten Kulturen 
frische Nahrlésung mit entsprechenden Vitaminzusitzen zugefiigt. Da 
die Wirkung hier weit schwacher war und sehr bald wieder die typischen 
Stérungen auftraten, ergab sich die Frage, ob es in den vitaminfreien 
Glucosekulturen zu einer Anhaufung von Produkten kommt, die die 
normale Entwicklung des Pilzes hemmen. DaB8 dies tatsachlich der 
Fall ist, zeigt der folgende Versuch. Mycelien mit den typischen Glucose- 
storungen wurden in frische Nahrlésung mit einem Gehalt von 1,0 y 
Aneurin/10 cem tibertragen. Zusatzlich wurden steigende Mengen der 
alten Nahrlésung zugefiigt. Wie Tabelle VII zeigt, geniigte bereits ein 
Zusatz von 0,5 ccm gebrauchter Nahrlésung, um die Ausbildung kraftiger 
Suchfadensiiume zu verhindern, die normalerweise bei Ubertragung in 
frische vitaminhaltige Nahridsung entsteben. 

Durch Aneurin oder seine Komponenten Pyrimidin + Thiazol bzw: 
durch Pyrimidin allein kann also die Entwicklung bereits gestérter 
Mycelien von U. nuda wieder bis zu einem gewissen Grade normalisiert 
werden; dabei ist allerdings die Entfernung der alten Nahrlésung 
Voraussetzung fiir eine nachhaltige Vitaminwirkung, da es in den 
vitaminfreien Kulturen offenbar infolge des gestérten Stoffwechsels 
frithzeitig zu einer Anhaufung schadlicher Stoffwechselprodukte in der 
Nahrloésung kommt. 


Tabelle VII. Einflu8 gebrauchter Nahrlésung auf die Mycel- 
entwicklung von U. nuda. 


(gebrauchte Nahriéeung) Mycelentwicklung 
0,0 ccm MS kraftig ausgebildet, + zahlreiche DH 
0,1 99 9 99 ” > 99 99 
0,2 99 a3 be) 39 “3 + 9° 9 
O.504 ss , schwach L¢ , nur vereinzelt D 
tO capes ,, sehr schwach,, , fast keine DH 
2,0 ” oe) 2 ” ” > ey ” 99 


MS = Mycelsaum; DH = dikaryotische Hyphen. 


V. Bedeutung anderer Faktoren fiir die Mycel- 
entwicklung. 
Die bisherigen Versuche haben gezeigt, da dem Aneurin baw. 
seiner Pyrimidinkomponente eine hervorragende Bedeutung fir die 
14* 


212 R. Thren: 


Mycelentwicklung, insbesondere fiir die Erhaltung der Dikaryophase von 
U. nuda zukommt. Es wurde indessen betont, dai die Normalisierung 
der Entwicklung durch Aneurin bzw. Pyrimidin keine vollstandige ist. 
Es miissen also wohl noch andere Faktoren am Zustandekommen der 
normalen Mycelentwicklung von U. nuda beteiligt sein. Auch ist es 
nicht ausgeschlossen, daB eine Anderung in der qualitativen Zusammen- 
setzung des Substrats normale Mycelentwicklung auch ohne Vitamin- 
zusatz erméglicht, wie dies Fromageot und Tchang (1938) fir Rhodo- 
torula Sanniei nachweisen konnten. Eine erschépfende Behandlung 
dieser Fragen wurde jedoch zunachst nicht angestrebt; so wurde z. B. 
der Einflu8 anderer Wirkstoffe auf die Mycelentwicklung von U. nuda 
bisher nicht gepriift. Hier sollen lediglich einige Versuchsreihen, die 
urspriinglich mehr zur Klaérung der allgemeinen Kulturbedingungen 
dienten, ohne Anspruch auf Vollstandigkeit angeschlossen werden, 
soweit sie zur Frage der Entstehung der typischen St6rungserscheinungen 
in Beziehung stehen. 


a) Bedeutung der Ndhrstoffkonzentration. 


In den bisher beschriebenen Maltose- und Glucoseversuchen enthielt 
die Niahrlésung stets 1% der Kohlenstoffquelle und 0,1°% Asparagin 
als Stickstoffquelle. Eine Anderung der Glucosekonzentration wirkte 
sich nicht merkbar auf den Verlauf der Mycelentwicklung aus; dagegen 
machte sich bei Verwendung von Maltose als C-Quelle sowohl Er- 
niedrigung als auch Erhdhung der Konzentration bemerkbar, wobei 
sich mit 10% Maltose eine bemerkenswerte Annaherung an das typische 
Glucosebild ergab. Versuche mit abgestuften Asparaginkonzentrationen 
(0,01 bis 0,5 %) hatten weder mit Glucose noch mit Maltose als C- Quelle 
eine deutliche Wirkung auf den Verlauf der Mycelentwicklung. Ob eine 
Konzentrationsveranderung des Naihrsalzgemisches den Entwicklungs- 
verlauf von U. nuda beeinflu&t, wurde nicht untersucht. 


b) Bedeutung der Schichthéhe des Substrats. 


DaB die Schichthéhe der Nahrlésung einen gewissen EinfluB auf 
das Mycelwachstum von U. nuda ausiibt, wurde bereits in der Be- 
sprechung der Untersuchungsmethoden erwahnt. Hier soll das Ergebnis 
eines entsprechenden Versuches angefiihrt werden, in dem Sporen- 
kulturen von U. nuda in wechselnden Naihrlésungsmengen mit Glucose 
bzw. Maltose als C-Quelle wuchsen (Tabelle VIII). Nach sechs- 
tagiger Kulturdauer wurden die jungen Mycelien durch Schiitteln der 
KulturgefaBe zum Untersinken gebracht, so da sich die weitere Mycel- 
entwicklung am Boden der Gefafe vollzog. Die unterschiedliche Schicht- 
héhe und die damit verbundenen Unterschiede im Gasaustausch diirften 
dabei von gréBerer Bedeutung sein als die ungleichen Nahrlésungs- 
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Tabelle VIII. Einflu8 der Schichthéhe der Nahrlésung auf die 
Mycelentwicklung von U. nuda. 
SSS a ee eee 

Nahr- | Schicht-| 
l6sung | hdhe |, 


Mycelentwicklung nach 15 Tagen 


com mm || Glucose | Maltose 
opie 20 I Zahlreiche typische Maltosegemmen, kaum 
| fadige DH. 
5,0 3,5 Zahlreiche typische Maltosegemmen, einzelne 
| fadige DH. 
10,0 | 7,0 | + zahlreiche Maltosegemmen, haufig mit ge- 
stérter (knotiger) Weiterentwicklung. Wenig” 
|; tiberall | | fadige DH. 
20,0 | 14,0 ++ typisches | Ahnlich wie bei 7mm Schichthéhe. Entwicklungs- 
Glucogebild | stérungen starker. : 
30,0 | 21,9 Einzelne + typische Maltosegemmen, daneben 
+ zahlreiche Teilungen mit stark gestérter 
I | Weiterentwicklung. Ahnlich dem typischen 
| | |  Glucosebild. 
50,0 | 35,0 | Entwicklungsstérung sehr stark, kaum verschie- 
| den vom typischen Glucosebild, nur noch ver- 
| einzelt + typische Maltosegemmen. 


DH = dikaryotische Hyphen. 


mengen, zumal eine Erschépfung des Substrates wihrend der Versuchs- 
dauer kaum zu befiirchten war, da der Pilz bei Vitaminzusatz in jedem 
Falle weit gréBere Mycelmassen bildet. 

Auch hier war die Variierung der Versuchsbedingungen in der 
Glucosereihe ohne nennenswerten Einflu8 auf die Entwicklung des 
Pilzes. Anders in den Versuchen mit Maltose als C- Quelle: Hier wurde 
mit zunehmender Schichthédhe eine immer starkere Storung in der 
Weiterentwicklung der Dreizellstadien beobachtet, so da von einer 
bestimmten Grenze an die Mycelien kaum von einer typischen Glucose- 
_ kultur zu unterscheiden waren. 

Die besprochenen Versuche haben somit gezeigt, da sowohl 
Konzentration als auch Schichthéhe der Nahrlésung fiir den Verlauf 
der Mycelentwicklung von Bedeutung sein kénnen. Die Nahrlésungs- 
menge iibt vielleicht insofern einen gewissen EinfluB aus, als die schad- 
lichen Stoffwechselprodukte friiher oder spiter eine schadigende Kon- 
zentration erreichen. 


c) Bedeutung der qualitativen Zusammensetzung der Nahrlosung. 


Wenn die Bedeutung der Kulturbedingungen bisher auch nur fir 
die Realisierung des typischen Maltosebildes in Erscheinung trat, so 
muBte doch erwogen werden, ob das Zustandekommen des typischen 
Glucosebildes, d.h. das Auftreten der charakteristischen Storungs- 
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erscheinungen, in der Weiterentwicklung der sich teilenden dikaryo- 
tischen Hyphen nicht lediglich eine Folge der Unvollstandigkeit der 
verwendeten Nihrlésung ist. Zur Klaérung dieser Frage wurden einige 
Kulturversuche mit verschiedenen Nahrlésungen durchgefiihrt. 


Folgende Nahrlésungen wurden hierzu herangezogen: 


1. Nahrl6sung B (nach Burgeff 1934): 

K,HPO, 0,7, KH,PO, 0,3, MgSO,: 7H,O 0,25, CaCl, 0,25, FeSO, 
0,01, Asparagin 0,3, Zucker (Glucose bzw. Maltose) 30,0, aqua dest. 1000. — 
px (nach Autoklavieren) 5,92. 

2. Nahrlésung F1 (nach Fries 1938): 

KH,PO, 1,0, KCl 0,5, MgSO,-7H,O 0,5, FeCl, 10 Tropfen 1 %ige 
Losung, NH,NO, 1,0, Zucker (Glucose bzw. Maltose) 10,0, aqua dest. 1000. 
— px (nach Autoklavieren) 3,9. 

3. Nahrlésung F 2 (nach Fries 1938): 

KH,PO, 0,5, MgSO,:7H,O 0,5, FeCl, 10 Tropfen 1%ige Lésung, 
NH,-tartrat 5,0, Zucker (Glucose bzw. Maltose) 20,0, aqua dest. 1000. — 
pu (nach Autoklavieren) 5,4. 


4. Nahrlésung F3 (nach Fries 1938): 
KH, PO, 1,0, MgSO,-7H,0O 0,5, NaCl 0,1, CaCl, 0,1, FeCl, 10 Tropfen 
1%ige Lésung, NH,-tartrat 5,0, NH,NO, 1,0, Zucker (Glucose bzw. Mal- 
tose) 20,0, aqua dest. 1000. — px (nach Autoklavieren) 5,2. 


Wie Kontrollversuche mit unserer Grundlésung ergaben, sind die 
verschiedenen in diesen Nahrlésungen gebotenen N-Quellen fiir Sporen- 
kulturen von U. nuda assimilierbar. Alle vier Nahrlésungen enthalten das 
unserer Grundlésung fehlende Fe, Nahrlésung B und F 3 auch noch Ca. 
Vor allem sind auch die groBen Unterschiede der H-I[onenkonzentration von 
Bedeutung. Die Versuche mit diesen Nahrlésungen hatten folgendes Er- 
gebnis: 

1, Ndhrlosung B: a) Mit Glucose als C- Quelle: Sporenkeimung 
und Mycelwachstum verlief zunaichst giinstiger als in unserer Grundlésung. 
Doch trat auch hier nach etwa 12 Tagen eine zunehmende Entwicklungs- 
storung in Erscheinung. Bei Abschlu8 der Kultur (nach 20 Tagen) ergab 
sich folgendes Bild: Sehr stark gestérte Mycelentwicklung; ahnlich, jedoch 
nicht gleich dem typischen Glucosebild. Mittelzelle der Dreizellstadien meist 
in Form degenerierender Gemmen, Basal- und Apikalzellen mit knotigen 
Zellproliferationen. — Gesamtentwicklung bei Abschlu8B der Kultur: + + +. 
— Mycelfarbe: gelblich-braun. 

b) Mit Maltose als C-Quelle: Auch hier verlief Sporenkeimung 
und Mycelentwicklung zuniichst giimstiger als in unserer Grundldsung. 
Im weiteren Kulturverlauf entwickelte sich dann jedoch das typische 
Maltosebild. — Stirke der Gesamtentwicklung bei Abschlu8 der Kultur: 
+-+. — Mycelfarbe: gelblich. 

2. Ndhrlisung F 1. a) Mit Glucose als C-Quelle: Starke der 
Sporenkeimung und Mycelentwicklung entsprach dem Verhalten des Pilzes 
in der Grundlésung. Schon vom 6, Tage an gestérte Entwicklung, ahnlich 
dem typischen Glucosebild. — Starke der Gesamtentwicklung bei AbschluB 
der Kultur: ++. — Mycelfarbe: weiB. 

b) Mit Maltose als C-Quelle: Sporenkeimung und die ersten 
Phasen der Mycelentwicklung wie in der Grundlésung. Vom 12. Tage an 
zunehmende Entwicklungsstérung; Dreizellstadien (nach Teilung der di- 
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karyotischen Hyphen) oft stark gestért, jedoch mit geringer Weiter- 
entwicklung. Es entwickelt sich weder das typische Maltose- noch das 
typische Glucosebild. — Starke der Gesamtentwicklung bei Abschlu8 der 
Kultur: +. — Mycelfarbe: wei. 

3. Nahrlosung F 2. a) Mit Glucose als C- Quelle: Sporenkeimung 
und Mycelentwicklung zunachst wesentlich giinstiger als in der Grundlésung. 
Auch Entwicklungsstérung zunachst geringer. Bei AbschluB der Kultur 
(20. Tag) jedoch kaum noch Suchfaden, dagegen zahlreiche degenerierende 
Gemmen und Teilungsbilder mit stark gestérter Weiterentwicklung; meist 
knotige, aber auch einzelne diinnfadige haploide Hyphen. — Starke der 
Gesamtentwicklung bei Abschlu8 der Kultur: +++. — Mycelfarbe: 
triib-olivbraun. 

b) Mit Maltose als C- Quelle: Sporenkeimung und Mycelentwicklung 
zanachst wesentlich giinstiger als in der Grundlésung. Im iibrigen + typi- 
scher Entwicklungsverlauf; am 20. Tage zahlreiche Maltosegemmen, meist 
ohne Teilungen und Kopulation. — Starke der Gesamtentwicklung bei 
Abschlu8 der Kultur: +--+. — Mycelfarbe: weiB. 

4. Ndhrlosung F 3. a) Mit Glucose als C- Quelle: Entwicklungs- 
verlauf ahnlich wie in Nahrlésung F 2. — Starke der Gesamtentwicklung 
bei AbschluB der Kultur: +++. — Mycelfarbe: triib-olivbraun. 

b) Mit Maltose als C- Quelle: Entwicklungsverlauf ahnlich wie in 
Nahrlésung F 2. — Starke der Gesamtentwicklung nach Abschlu8 der 
Kultur: +/+-+. — Mycelfarbe: weif. 


Die Ergebnisse dieser Versuche zeigen, daf die in den Haupt- 
versuchen verwendete Grundldésung keineswegs als optimal bezeichnet 
werden kann; Sporenkeimung und Mycelentwicklung verlief in den 
Nahrlosungen B, F 2 und F3 wesentlich giinstiger als in der Grund- 
lésung. Trotz des starkeren Mycelwachstums nahm jedoch die Ent- 
wicklung iiberall schlieBlich den typischen Verlauf. Die schwache 
Entwicklung und friihzeitig auftretende St6rung in Nahrlésung F 1 
weist auf die Bedeutung der Wasserstoffionenkonzentration hin. Stark 
saure Nahrlésungen sind fiir die Kultur von U. nuda wenig geeignet; 
unsere Grundlésung stellt in dieser Hinsicht ein schlechtes Substrat 
fiir die Kultur des Pilzes dar. Sie wurde indessen unverandert tiber- 
nommen, um die absolute Ubereinstimmung mit den Versuchen von 
Schopfer und Blumer (1938) zu wahren. 

Es zeigte sich, daB auch mit dieser Nahrlésung durch entsprechende 
pu-Verschiebung ein etwas besseres Pilzwachstum erzielt werden kann 
(Tabelle IX); eine Normalisierung der Mycelentwicklung lie® sich indessen 
nicht erreichen. So blieben auch die Mycelgewichte in jedem Falle weit 
hinter den mit optimalen Vitaminkonzentrationen erreichten Werten 
zuriick. Zur Erzielung der py-Verschiebung wurde das KH, PO, der Nahr- 
lésung ganz oder teilweise durch K,HPO, ersetzt. Zur Vermeidung von 
Ausfallungen in den weniger sauren Lésungen war eine Herabsetzung der 
MgSO,-Konzentration auf 0,005 % erforderlich. 

Die Vergleichsversuche mit verschiedenen Nahrlésungen haben 
somit keine Anhaltspunkte dafiir ergeben, daB die typischen ohne 
Aneurin- bzw. Pyrimidinzusatz auftretenden Entwicklungsstorungen 
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Tabelle IX. EinfluB der H-Ionenkonzentration auf die Mycel- 
entwicklung von U. nuda mit Glucose als Kohlenstoffquelle. 


Mycel- Mycel- 
PH trockengewicht * PH | trockengewicht * 
4,44 1,5 mg 6,26 2,5 mg 
4,77 <1,0) 9s 6,39 4,0 ,, 
5,14 a 1,0 3 6,51 3,5 oe 
5,51 TOM: 6,72 2,0 5, 
5,85 Tr OWeres 6,96 Zaidi EU 


* Mittelwerte aus je 3 Kulturen. 


durch die ungeeignete Zusammensetzung der Nahrlésung bedingt sind; 
sie konnten in allen Versuchen nur durch Vitaminzusatz behoben werden. 
Fiir weitere Untersuchungen mit U. nuda ware allerdings die Benutzung 
einer fiir die Kultur des Pilzes geeigneteren Nahrlésung vorzuziehen. 
Doch muBte die exakte Festlegung der optimalen Kulturbedingungen 
infolge der gegen Abschluf unserer Versuche mehr und mehr ab- 
nehmenden und unregelmaBiger werdenden Keimfahigkeit des Sporen- 
materials zundchst zuriickgestellt werden. 


VI. Versuche mit verschiedenen Rassen bzw. Sporen- 
herkiunften von U. nuda. 


Die oft sehr weitgehende Aufspaltung der species in Rassen mit 
unterschiedlichen physiologischen und pathogenen Eigenschaften, die 
auch fiir die meisten Ustilago-Arten zutrifft, bedarf schlieBlich noch 
einer kurzen Erérterung. Es ware denkbar, dali Unterschiede in der 
Abhangigkeit von Wachstumsfaktoren bzw. Wuchsstoffen in bestimmten 
Fallen einen wesentlichen Faktor der physiologischen Spezialisierung 
darstellen. Da zu allen bisher beschriebenen Sporenkulturen aus- 
schlieBlich eine bestimmte Sporenherkunft! verwendet wurde, sollte 
noch gepriift werden, ob Brandsporen verschiedener Herkunft und ins- 
besondere verschiedener Rassen sich in ihrem Vitaminbedarf unter- 
scheiden. U. nuda weist im Gegensatz zu den meisten anderen Arten 
der Gattung Ustilago sowohl morphologisch als auch physiologisch eine 
verhaltnismaBig geringe Variabilitaét auf (7hren, 1937, 1940 /41a); beziig- 
lich der pathogenen Eigenschaften kénnen wir zwei Rassen unter- 
scheiden, die durch ihr Vorkommen auf der Sommer- bzw. Winterform 
der Gerste charakterisiert sind (Thren, 1940/41b). Von jeder dieser 
beiden Rassen (S und W) wurden je fiinf auf verschiedenen Sorten bzw. 
Kreuzungsstémmen geerntete Brandihren zu einem Vergleichsversuch 


' Sommergerstenflugbrand (Rasse S), geerntet im Infektionszucht- 


garten der Pflanzenzuchtstation Halle a. d. 8. auf JF 1732,, (Heils Franken 
x Chiro Chinko). 
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herangezogen. In allen Fiillen zeigte der Pilz das gleiche Verhalten wie 
in den bisherigen Versuchen: in der rein synthetischen Nahrlésung mit 
Glucose als C- Quelle traten iiberall die beschriebenen Stérungen auf, 
wahrend mit Aneurin, Pyrimidin + Thiazol und auch mit Pyrimidin 
allein stets normales Wachstum beobachtet wurde; Thiazol allein 
geniigte in keinem Fall zur Erzielung normaler Mycelentwicklung, 


VII. Der Vitaminbedarf der verschiedenen Kernphasen. 
a) Der Vitaminbedarf der Dikaryophase. 


Alle bisher beschriebenen Versuche wurden mit Brandsporen- 
aussaaten durchgefithrt. In solchen Kulturen kommt es stets zur Aus- 
bildung zahlreicher dikaryotischer Hyphen, wenn das Zustandekommen 
der Dikaryophase nicht durch experimentelle Eingriffe in die normale 
Entwicklung verhindert wird. Die geschilderten Entwicklungsstérungen, 
die in den wirkstofffreien Glucosekulturen auftreten, stehen, wie gezeigt 
wurde, in engem Zusammenhang mit dem Verzweigungsvorgang der 
dikaryotischen Hyphen. . Die. bisherigen Ausfiihrungen tiber den Vitamin- 
bedarf betreffen also in erster Linie-die Dikaryophase und damit den 
normalen Entwicklungszustand des Mycels von U. nuda. 


b) Der Vitaminbedarf der Haplophase. 


Auf experimentellem Wege ist es moéglich, die haploiden Promycel- 
zellen voneinander zu isolieren und auf geeignetem Substrat getrennt 
zur Entwicklung zu bringen (7'hren, 1937). Die isolierten geschlechtlich 
differenzierten Haplontenmycelien unterscheiden sich in ausgepragter 
Weise beziiglich ihrer Anspriiche an das Substrat. Es konnte damals 
gezeigt werden, daB das (+-)-Geschlecht auf Kartoffel-Agar sich nicht 
zu entwickeln vermag, waihrend das (—)-Geschlecht auf diesem Nahr- 
boden gut gedeiht. Da Zusatz von Malzextrakt zum Kartoffel-Agar 
kraftiges Wachstum des (+-)-Geschlechts auslést, miissen im Kartoffel- 
Agar gewisse fiir das Wachstum der (+)-Hyphen notwendige Stoffe 
fehlen. Es mute dabei noch offen bleiben, ob es sich um spezifische 
Nahrstoffe handelt oder um Wirkstoffe vitaminischer Natur. 

Da die Vermutung naheliegt, daB diese Erscheinungen mit dem 
Aneurinbedarf des Pilzes in Zusammenhang stehen, soll kurz auf diese 
Frage eingegangen werden. Wie sich in Versuchen mit rein synthetisthen 
Nahrlésungen ergab, ist das (—)-Geschlecht ohne jeden Wirkstoff- 
zusatz zu vollig normaler Entwicklung befahigt. So liefern z. B. Glucose- 
kulturen kraftige Mycelien, die aus véllig normalen Hyphen mit typi- 
schem Spitzenwachstum bestehen. Ein Zusatz von Aneurin bzw. dessen 
Komponenten ist ohne jeden erkennbaren Einflu8 auf die Mycel- 
entwicklung solcher (—)-Linien. Erst nach mehrjihriger Kultur macht 
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sich ein zunehmender Vitalitétsverlust bemerkbar; der Pilz wachst in 
den synthetischen Nahrlésungen nur noch schwach, in solchen Kulturen 
hat Aneurinzusatz eine deutliche Wachstumssteigerung zur Folge. Fiir 
die Kultur des (+-)-Geschlechts ist die synthetische Nahrlésung ebenso 
ungeeignet wie der Kartoffel-Agar in den friiheren Versuchen. Aneurin- 
zusatz vermochte in keiner der gepriiften Konzentrationen die Mycel- 
entwicklung auszulésen. Es konnte daher auch nicht entschieden 
werden, ob der (+)-Haplont ebenso wie der (—)-Haplont des Pilzes 
hinsichtlich seines Vitaminbedarfs autotroph ist; jedenfalls sind zur 
Auslésung des Wachstums der (+)-Hyphen noch andere bisher un- 
bekannte Stoffe erforderlich. Leider gelang es bisher nicht, diese Frage 
endgiiltig zu klaren. Tabelle X zeigt zwei Aneurinversuche mit den 
Haplonten von U.nuda, die das geschilderte Verhalten der beiden 
Geschlechter klar erkennen lassen. 


Tabelle X. Einflu8 von Aneurin auf das Mycelwachstum der 
Haplonten von U. nuda*. Myceltrockengewichte in mg. 


iAvicarin be Versuch vom 15. II. 1939 Versuch vom 17. IX. 1940 
in 20 com (+)-Geschlecht | (—)-Geschlecht || (+)-Geschlecht | (—)-Geschlecht 
10,0 y 0,0 9,7 0,0 11,0 
1,0 » 0,0 10,3 0,0 12,0 
0,1 y 0,0 11,8 0,0 10,8 
ohne Vitamin 0,0 9,0 i‘ 0,0 4,3 


* In beiden Versuchen wurden die gleichen Pilzstamme verwendet. 


c) Der Vitaminbedarf der Diplophase. 


Die eigentliche Diplophase, d.h. dasjenige Entwicklungsstadium, 
in dem die Zellen diploide Kerne enthalten, ist im normalen Ent- 
wicklungsgang von U. nuda auf die reife Brandspore beschrankt. Da 
die Brandsporen, deren Keimung mit der Reduktionsteilung der di- 
ploiden Kerne verbunden ist, nur in den Ahrenanlagen der Wirts- 
pflanze gebildet werden, la@t sich nichts tiber ihren Aneurinbedarf 
aussagen. Ob zur Keimung Aneurin notwendig ist, kann gleichfalls 
nicht entschieden werden; die Sporen keimen zwar in vitaminfreier 
Nahrlésung vollkommen normal, doch diirfte dies darauf beruhen, daB 
die in den Ahren der Gerstenpflanzen gebildeten Brandsporen stets eine 
gewisse Menge Aneurin enthalten. Im Verlauf unserer Untersuchungen 
konnten indessen gewisse vermutlich diploide Entwicklungszustinde 
des vegetativen Mycels beobachtet werden. 


In den Sporenaussaaten in synthetischer Nahrlésung mit Glucose 
als C- Quelle waren vereinzelt Hyphenkomplexe zu beobachten, die entgegen 
dem tiblichen Verhalten auch nach langerer Kulturdauer die typischen 
Stérungserscheinungen nicht aufwiesen, sondern kraftige gestreckte Hyphen 
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mit normalem Spitzenwachstum bildeten. Die mikroskopische Priifung 
zeigte, dafs die Verzweigung stets durch Zweiteilung der Spitzenzelle und 
seitliches Auswachsen der basalen Zelle erfolgte. Auch konnte in den 
Hyphen sowohl vital als auch an fixiertem und gefarbtem Material nur je 
ein — oft auffallig groBer — Zellkern beobachtet werden, Bei einer ganzen 
Reihe von Ustilago-Arten kommen mutative Anderungen der Haplonten 
verhaltnismaBig haufig vor; es kénnte daher vermutet werden, da es sich 
im vorliegenden Falle um eine ahnliche Erscheinung handelt. Da diese 
Hyphen jedoch morphologisch in fast allen Einzelheiten den typischen 
Suchfaden weitgehend gleichen (Hyphendurchmesser, Lange der plasma- 
haltigen Spitze, Kammerung der leeren Hyphenpartien, Wachstums- 
geschwindigkeit, makroskopisches Wuchsbild usw.) und zudem Kopulations- 
versuche ‘mit den Teststammen beider Geschlechter negativ verliefen, ist 
die Wahrscheinlichkeit fiir eine mutative Abanderung haploider Hyphen 
sehr gering. Wesentlich wahrscheinlicher ist es, daB es sich um Hyphen 
mit diploiden Kernen handelt, wofiir vor allem auch die relative GréBe 
der meist sehr gut sichtbaren Kerne spricht. Weitere Untersuchungen, ins- 
- besondere Injektionsversuche, mtissen die vermutete Diploidie dieser Pilz- 
stamme allerdings noch bestatigen. 

Fir das Vorkommen von vegetativem diploidem Mycel in der Gattung 
Ustilago fehlt es nicht an entsprechenden Hinweisen. Die sogenannten 
solopathogenen Linien von U. zeae, d.h. Hinzelsporidiennachkommen- 
schaften, die ohne Kombination mit anderen Linien Infektion bewirken 
(Christensen, 1931) und die von Kolk (1930) beobachteten direkten Sporen- 
auskeimungen von U.avenae mit einer unverzweigten Hyphe kénnen in 
diesem Sinne gedeutet werden. Aliittig (1933/34) gelang es schlieBlich, 
die Reduktionsteilung des diploiden Brandsporenkerns von U. avenae bei 
der Keimung experimentell zu unterdrticken und so einen sicheren Beweis 
fiir die Bildung vegetativer diploider Hyphen zu liefern. Wahrend sowohl 
bei U. zeae als auch bei U.avenae das Zustandekommen der diploiden 
Sporidien bzw. Hyphen eindeutig auf das Ausbleiben der Reduktion bei der 
Keimung der diploiden Brandsporen zuriickgefiihrt werden kann, ist die 
Entstehung der fraglichen Hyphen von U. nuda bisher ungeklart. Da sie 
nur in alteren Glucosekulturen beobachtet wurden, wo sie infolge ihres 
abweichenden Verhaltens sofort auffallen, muB8 es zunachst noch offen 
bleiben, ob sie dem Ausfall der Reduktionsteilung bei der Sporenkeimung 
oder einer Kernverschmelzung im vegetativen Mycel ihren Ursprung ver- 
danken; aych die Bedingungen fiir ihr Zustandekommen sind bisher noch 
vollig unbekannt. Jedenfalls kann festgestellt werden, daB es sich auch 
hier wie bei U. zeae und avenae nur um Ausnahmefalle von der normalen 


Mycelentwicklung handelt. 

Die zunachst mit Vorbehalt als diploid bezeichneten Mycellinien 
von U.nuda, die nur auBerst selten in den zahlreichen, im Verlauf 
dieser Untersuchungen angelegten Glucosekulturen auftraten, wuchsen 
in vitaminfreier Nahrlésung vollig normal heran und lieferten Mycel- 
massen, wie sie sonst nur mit optimalen Vitaminzusdtzen erreicht 
wurden. Sie gleichen also in dieser Hinsicht den Haplontenkulturen 
vom (—)-Geschlecht, die ebenfalls in synthetischer Nahrlésung ohne 
Vitamin zu normaler Entwicklung befaihigt sind. Nach mehrfachen 
Ubertragungen auf frisches Substrat ging indessen die Wiichsigkeit 
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dieser Stamme bald stark zuriick. Ob sie schlieBlich ihre urspriingliche 
,,Auxoautotrophie’ voéllig verlieren, kann zur Zeit noch nicht ent- 
schieden werden. 


Besprechung der Ergebnisse. 


Wenn wir riickschauend die Faktoren iiberblicken, die fiir die 
Mycelentwicklung und im besonderen fiir die Erhaltung der Dikaryo- 
phase von U. nuda von Bedeutung sind, so steht im Vordergrund das 
Aneurin, Schopfer und Blumer (1938) haben in ihren bereits mehrfach 
erwihnten eingehenden Untersuchungen iiber die Biologie von Ustilago 
violacea U. nuda hinsichtlich des Aneurinbedarfs den auxoautotrophen 
Organismen zugerechnet, allerdings unter dem einschrankenden Hinweis, 
daB es sich bei ihren orientierenden Versuchen mit verschiedenen 
Ustilago-Arten vor allem darum handelte, ,,das Wuchsstoffbedirfnis 
einer Art unter mdglichst einfachen, aber gleichartigen Bedingungen 
kennenzulernen“. 

Unsere Ausfiihrungen tiber den Aneurinbedarf der verschiedenen 
Kernphasen zeigen indessen klar, daB wir von einem Aneurinbediirfnis 
der Art (species) bei U. nuda iiberhaupt nicht sprechen kénnen, dai 
wir vielmehr streng zwischen den verschiedenen Entwicklungsphasen 
des Pilzes unterscheiden miissen. Die Haplonten des (—)-Geschlechts 
und die Diplophase sind bis zu einem gewissen Grade auxoautotroph, 
fiir das (+)-Geschlecht war eine Entscheidung bisher nicht mdglich; 
die Dikaryophase muB dagegen als ausgesprochen awxoheterotroph 
bezeichnet werden. Gerade die Dikaryophase ist es aber, die (wenigstens 
in kiinstlicher Kultur) den normalen Entwicklungszustand des Mycels 
von U. nuda reprasentiert. 

Die Priifung verschiedener Herkimnfte der beiden in unserem 
Gebiet vorkommenden Rassen des Pilzes ergab keine Unterschiede im 
Aneurinbediirfnis. Wenn damit die Allgemeingiiltigkeit unseres Ergeb- 
nisses auch noch nicht mit absoluter Sicherheit bewiesen ist, so darf 
sie unter Hinweis auf die gerade bei dieser Ustilago-Art auffallend 
geringe Variabilitaét doch zumindest als wahrscheinlich bezeichnet 
werden. Wie ist dann aber das abweichende Ergebnis von Schopfer 
und Blumer zu deuten ? Wie in friiheren Untersuchungen (7'hren, 1937, 
1940 /41a) gezeigt wurde, treten in Sporen- bzw. Dikaryontenkulturen 
nicht selten rein haploide Mycelsektoren auf, die nach mehrfachen Uber- 
impfungen zum vélligen Verlust der Dikaryophase fiihren kénnen. Da das 
(—)-Geschlecht, wenigstens in jiingeren Kulturen, sich in rein syntheti- 
scher Nahrlésung kriftig entwickelt, erscheint es nicht ausgeschlossen, 
daB der von Schopfer und Blumer benutzte Stamm eine solche haploide 
Aufspaltung darstellte. Die Bemerkung, da8 ,,starke Schleimbildung‘‘ 
die Bestimmung der Mycelgewichte erschwerte, legt allerdings die Ver- 
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mutung nahe, daB es sich bei dem Material von Schopfer und Blumer 
moglicherweise tiberhaupt nicht um U. nuda oder doch nur um einen ganz 
untypischen Stamm handelte. Denn in Kulturen aus Hunderten von 
Sporenherkiinften von U.nuda aus allen Teilen Europas sowie mit 
einzelnen Stammen aus iiberseeischen Gebieten konnten wir niemals 
eine auffallige Schleimbildung beobachten. Schopfer und Blumer heben 
selbst hervor, da eine Verifikation ihrer Stamme wegen Mangel an 
Vergleichsmaterial nicht erfo'gen konnte. Auf jeden Fall kann U. nuda 
hinsichtlich der Dikaryophase, also derjenigen Phase der Mycelent- 
' wicklung, die fiir den normalen Entwicklungsverlauf entscheidend ist, 
als typisch auxoheterotroph bezeichnet werden. 

Was nun den Grad der Auxoheterotrophie der Dikaryophase betrifft, 
so konnte gezeigt werden, da die Pyrimidinkomponente des Aneurin- 
molekiils die gleiche Wirkung besitzt wie das Gesamtmolekiil. Somit 
ist U.nuda hinsichtlich des Vitaminbedarfs der Dikaryophase ein 
typischer Pyrimidinorganismus. Nach Schopfer (1939) ist das Vitamin- 
bediirfnis auf einen Verlust des Synthesevermégens zuriickzufiihren 
(Prinzip der abgestuften Heterotrophie). Danach diirfen wir annehmen, 
da8 im Paarkernmycel von U. nuda zwar ein biologisch aktives Thiazol 
gebildet wird, die Pyrimidinsynthese aber gehemmt ist, was dem Typus 
von Rhodotorula rubra entsprechen wiirde. 

Dariiber hinaus sind es indessen eine ganze Reihe von Besonder- 
heiten, die die Wirkstoffphysiologie von U.nuda auszeichnen. Vor 
allem ist die Tatsache bemerkenswert, da wir es hier mit einem Orga- 
nismus zu tun haben, bei dem streng zwischen dem Aneurinbediirfnis 
verschiedener Entwicklungs- bzw. Kernphasen unterschieden werden 
muf. 

Auffallenderweise ist dieses Problem trotz der eingehenden Be- 
arbeitung, die der Aneurinstoffwechsel pflanzlicher Mikroorganismen in 
den letzten Jahren erfahren hat, bisher vollig unbeachtet geblieben. 
_ Bei der Bearbeitung verschiedener Hymenomyceten (Fries, 1938, Noecker, 
1938, Robbins und Kavanagh, 1938), die eine Priifung der Frage ge- 
stattet hatte, blieb dieses Problem bisher unberiicksichtigt. Erst- 
malig haben dann Schopfer und Blumer (1940b) die Frage nach der 
Bedeutung der Kernphase fiir die Wirkstoffphysiologie aufgeworfen. 
Sie finden fiir ihr Versuchsobjekt (Schizophyllum commune) keine 
wesentlichen Unterschiede im Aneurinbedarf der Haplophase einer- 
seits und der Dikaryophase anderetseits. Dieses Ergebnis darf indessen, 
wie unsere Untersuchungen an U. nuda zeigen, keineswegs verall- 
gemeinert werden. Die Wirkstoffphysiologie der Haplophase, der Di- 
karyophase und schlieBlich auch der Diplophase zeigt hier stark aus- 
gepriigte Unterschiede. Die Verhiltnisse, die sich dabei ergaben, sind 
in mancher Hinsicht tiberraschend. Vor allem erfordert die Charak- 
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terisierung der Wirkungsweise des Aneurins auf die Dikaryophase noch 
eine kurze Besprechung. 

Nach einer von Schopfer (1939) gegebenen Gruppierung der Wirkstoffe 
k6nnen wir unterscheiden zwischen 

1. Pseudowachstumsfaktoren: mineralischer Natur. 

2. Wachstumsfaktoren: vitaminischer Natur, greifen in den Stoff- 
wechsel ein, wirken u.a. auf die Assimilierbarkeit der Nahrstoffe und den 
Plasmawuchs. 

3. Wuchsstoffe: hormonartiger Natur, beeinflussen in letzter Instanz. 
auf spezifische Weise die Formbildung. : 

Die Wirkung des Aneurins entspricht im allgemeinen zweifellos der ~ 
eines Wachstumsfaktors. So sagt Schopfer (1937) mit Bezugnahme auf 
das klassische Objekt Phycomyces Blakesleeanus tiber die Entwicklung 
in synthetischer Nahrlésung: ,,[] semble qu’il manque quelque chose . . . 
dont l’absence paralyse tout dévelopement.“ 

Aneurinmangel fiihrt also nach kurzer Zeit zu vélliger Sistierung 
jeglicher Entwicklung. Vergleichen wir damit das Verhalten der Di- 
karyophase von U. nuda, so scheint die Wuchsstaérke der Mycelien 
(Tabelle IV und V) dies zu bestatigen. Eingehende mikroskopische 
Beobachtung ergibt indessen ein ganz anderes Bild: Das Wachstum 
ist keineswegs vollig sistiert; auch in alteren Glucosekulturen, in denen 
die typischen dikaryotischen Suchfaden véllig verschwunden sind, 
wachsen die knotigen bis blasigen Hyphen dieser Entwicklungsstadien 
stellenweise immer noch weiter, wahrend an anderen Stellen ganze 
Mycelpartien absterben. Besonders bemerkenswert ist der Zusammen- 
hang zwischen dem Teilungsvorgang der Paarkernhyphen und dem 
Beginn der Entwicklungsstérung. Immer sind es die monokaryotischen 
Hyphenabschnitte des Dreizellsystems, in denen die Hemmung des 
normalen Spitzenwachstums zuerst auftritt, wahrend die dikaryotische 
Mittelzelle sich zunaichst noch normal zu entwickeln vermag. Da8. 
Basal- und Apikalzellen sich dabei im allgemeinen in keiner Weise unter- 
scheiden, ist um so eigenartiger, als ja die isolierten (+)- und (—)-Ha- 
plonten sich in synthetischer Nahrlésung véllig verschieden verhalten. 
Aus unseren Versuchen miissen wir schlieBen, da die Paarkernhyphen _ 
sich in ihrem Stoffwechsel offenbar so weitgehend von den Haplonten 
unterscheiden, dafS nach erfolgter Teilung die einkernigen Hyphen- 
abschnitte nicht mehr zu normaler Weiterentwicklung befahigt sind, 
wihrend die dikaryotische Mittelzelle wenigstens in der ersten Phase 
der beginnenden Entwicklungsstérung noch normal auswachst. 

Die primaire Wirkung des Vitamins ist auch hier sicher eine stoff- 
wechselphysiologische, wihrend die Beeinflussung des normalen 
Streckungswachstums durch den Vitaminmangel sekundarer Natur 
sein dirfte. Die Tatsache, daB sich bei Vitaminmangel in der Nahr- 
lésung Stoffe anhaufen, die die Ausbildung normaler dikaryotischer 
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Hyphen hemmen, liefert den Beweis fiir die grundlegende Bedeutung 
der stoffwechselphysiologischen Vorginge. Zum vollen Verstindnis der 
Hinzelheiten im Verlauf der Stérungserscheinungen wiire eine eingehende 
stoffwechselphysiologische Untersuchung der verschiedenen Entwick- 
lungsphasen des Pilzes erforderlich. 

_ Wenn das Aneurin bzw. dessen Pyrimidinkomponente sonach auch 
fur U. nuda als ein wichtiger Wachstumsfaktor bezeichnet werden kann, 
so ist damit die Bedeutung fiir die Entwicklung des Pilzes doch nicht 
geniigend gekennzeichnet. Es verdient daher besonders hervorgehoben 
' zu werden, daf die wesentlichste Wirkung des Aneurins auf U. nuda 
eine entwicklungsphysiologische ist: Das Zustandekommen bzw. die 
Erhaltung der Dikaryophase und damit die normale Mycelentwicklung 
hangen in entscheidender Weise von der Aneurinzufuhr ab; das Wachs- 
tum des Pilzes wird durch Aneurinmangel nicht nur gehemmt, sondern 
in anomale Bahnen gelenkt. Wenn die Stérung des normalen Streckungs- 
wachstums dabei auch sekundarer Natur ist, so ist sie doch fiir die Ent- 
wicklung des Pilzes entscheidend. 

Damit ist fiir die Bedeutung des Aneurins ein Gesichtspunkt 
gegeben, der in der umfangreichen Literatur iiber diesen wichtigen 
Wachstumsfaktor bisher kaum in Erscheinung getreten ist. Gewisse 
Zusammenhinge zwischen den sexuellen Vorgaingen bei Phycomyces 
und dem Aneurinstoffwechsel bestatigten sich bei genauerer Unter- 
suchung nicht in der zundchst vermuteten Weise. Die beobachtete 
Foérderung der Zygotenbildung lieB sich auf die allgemeine Inten- 
sivierung des gesamten Stoffwechsels durch das Aneurin zuriickfiihren 
(Schopfer und Blumer, 1938). Vielfach ist jedoch iiberhaupt nicht zu 
_ erkennen, inwieweit die Feststellung des Aneurinbediirfnisses mit einer 
eingehenden Verfolgung des Entwicklungsverlaufs verbunden wurde. 
Eine Entscheidung dariiber, ob der Vitaminmangel nur zur Verlang- 
samung bzw. Sistierung, d.h. zu lediglich quantitativer Hemmung des 
Wachstums fiihrt, oder ob wie bei U. nuda spezifische qualitative Ent- 
wicklungsstérungen erfolgen, ist daher haufig nicht méglich. Dies trifft 
_vor allem auch fiir die bisher untersuchten Hymenomyceten zu; wir 
wissen daher nichts dariiber, ob die Dikaryophase dieser Pilze bei 
Vitaminmangel ahnliche Stérungserscheinungen aufweist wie U. nuda. 

Gerade in solchen Fallen, in denen die Entwicklung eines Organismus 
bei Aneurinmangel keine véllige Sistierung, sondern nur eine Verlang- 
samung erfahrt, wird es von Interesse sein, zu priifen, inwieweit diese 
Wachstumshemmungen mit Entwicklungsstérungen verkniipft sind. 
Besondere Bedeutung diirfte diese Frage aber dann gewinnen, wenn 
sich in der Entwicklung eines Organismus verschiedene Kern- bzw. 
Entwicklungsphasen unterscheiden lassen. Wie die Untersuchung von 
U. nuda gezeigt hat, konnen wir hier nicht vom Aneurinbediirfnis der 
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species sprechen. Fiir andere Ustilagineen wird diese Frage erst noch 
geklirt werden miissen. Eine praktische Bedeutung wird die genaue 
Kenntnis des Aneurinbediirfnisses und der Wirkungsweise dieses 
Wachstumsfaktors dann gewinnen, wenn es sich darum handelt, einzelne 
Pilzstimme unter genau definierten Bedingungen zu _kultivieren, 
Haplonten zur Kopulation zu bringen, Dikaryonten in kiinstlicher 
Kultur zu vermehren oder mit bestimmten Mycellinien erfolgreiche 
Infektionen durchzufiihren. Unter diesem Gesichtspunkt betrachtet, 
wird es vor allem erforderlich sein, die als Getreideparasiten praktisch 
wichtigen Ustilagineen genauer zu untersuchen, als dies bisher ge- 
schehen ist. 


Unsere Kenntnisse tiber das Wirkstoff- und im besonderen das Aneurin- 
bediirfnis innerhalb dieser Pilzgruppe sind zur Zeit noch recht liickenhaft. 
Zwar haben die eingehenden Untersuchungen von Blwmer (1937), Schopfer 
(1938), Schopfer und Blumer (1938) iiber die Biologie von U. violacea eine 
hervorragende Grundlage fiir die weitere Bearbeitung des Problems ge- 
schaffen: die Beurteilung des Aneurinbediirfnisses verschiedener anderer 
Ustilago-Arten ist jedoch, wie unsere Nachuntersuchung von U. nuda 
zeigt, nur als vorlaufig und unvollstandig zu betrachten, zumal nur wenige 
orientierende Versuche vorliegen, die sich fast ausschlieBlich auf die Ha- 
plonten beziehen. Der Schopfersche Stamm von U. violacea entspricht in 
seinem Aneurinbedarf dem bekannten Typus von Phycomyces Blakesleeanus. 
AuBer U.violacea erfuhr lediglich U.scabiosae noch eine eingehendere 
Bearbeitung (Blumer und Schopfer, 1940)1. Auch U. scabiosae folgt dem 
Typus von Phycomyces, d.h. der Pilz ist auf Zufuhr von Aneurin bzw. 
Pyrimidin + Thiazol angewiesen, wobei allerdings die Wirkung der beiden 
Aneurinkomponenten bei langerer Kulturdauer abnimmt, was fiir eine 
Zunahme der Aneurinheterotrophie im Verlaufe der Kultur spricht. Die 
beiden Geschlechter unterscheiden sich im Gegensatz zu U. nuda in ihren 
Anspriichen an das Substrat nicht voneinander. 


Bemerkenswert ist, dali die Kopulation der Haplonten (Sporidien) 
von U.scabiosae in erster Linie von der Sauerstoffspannung abhangt, 
wahrend die Zusammensetzung des Mediums von untergeordneter Bedeutung 
zu sein scheint. In diesem Zusammenhang mag darauf hingewiesen werden, 
daB oft eine gewisse Ahnlichkeit zwischen den mabig gestérten Teilungs- 
bildern der dikaryotischen Hyphen von U. nuda und den als Wirrfaden- 
kopulation fiir verschiedene Ustilago-Arten beschriebenen Stérungserschei- , 
nungen (Bauch, 1930; Slewmer, 1931/32 u.a.) unverkennbar ist. Ob hier 
iiber die Ahnlichkeit des Erscheinungsbildes hinaus auch kausale Beziehungen 
bestehen, wire noch zu _ priifen. 


Was die als Getreideparasiten besonders interessierenden Ustilago - 
Arten betrifft, so darf die Kultivierbarkeit der Haplonten von U. zeae in 
rein synthetischen wirkstofffreien Nahrlésungen als gesichert gelten (Ranker, 


" Anmerkung bei der Korrektur. In einer weiteren Untersuchung (Mitt. 
Naturforsch.-Ges. Bern 1940, 8. 19—36), von der ich erst nach Abschlu&B 
des Manuskriptes Kenntnis erhielt, hat Blwmer die Auxoheterotrophie von 
U. violacea an einem auerordentlich umfangreichen Material bestatigt 
und fiir U. scabiosae, U. pinguiculae und U. vinosa im wesentlichen die 
gleichen Verhaltnisse gefunden. 
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1930; Volkonsky, 1934; Schopfer und Blumer, 1938); ob allerdings absolute 
Auxoautotrophie des Pilzes vorliegt, erscheint nach den Befunden von 
Itzerott (1938) zanachst noch fraglich. Fiir die Haferbrande (U. avenae 
und levis), den Flugbrand des Weizens (U. tritici), den Hartbrand der 
Gerste (U. horde) usw. liegen auBer den Angaben von Schopfer und Blumer 
keine weiteren Untersuchungen vor. Eine eingehendere Bearbeitung, 
verbunden mit genauer mikroskopischer Kontrolle der Mycelentwicklung 
diirfte zur exakten Klarung der Frage in allen Fallen unerla@lich sein. 
Auch die sich widersprechenden Angaben iiber Tilletia tritici (Défago 1939, 
1940/41; Schopfer und Blumer, 1940a) bediirfen noch der Klarung. 


Wie sich dikaryotisches Mycel anderer Ustilago-Arten verhalt, ist 
vorerst noch vdéllig unbekannt. Nach friiheren Untersuchungen (Thren, 
1940/41a) gibt der Teilungsablauf der dikaryotischen Hyphen auf Malz- 
extrakt-Agar ein hervorragendes Merkmal zur Unterscheidung von U. nuda 
und U. tritici ab. Die Aufdeckung des Zusammenhanges zwischen dem 
Verlauf des Verzweigungsvorganges der dikaryotischen Hyphen und dem 
Aneurinstoffwechsel kann vielleicht zu einer kausalen Deutung der beob- 
achteten Unterschiede beitragen. Die Wirkstoffphysiologie von U. tritici 
wird allerdings erst noch genauer untersucht werden miissen. 

Wenn nach unseren Ergebnissen das Aneurin auch als der wichtigste 
Faktor fiir die Erhaltung der Dikaryophase von U. nuda erscheint, so 
ist es doch nicht allein bestimmend. Von anderen Faktoren ist besonders 
die Durchliiftung des Kultursubstrats von Bedeutung. Es darf wohl 
angenommen werden, da es sich dabei ausschlieBlich oder doch vor- 
wiegend um die Sauerstoffzufuhr handelt, wenn dies auch nicht exakt 
bewiesen wurde. Welch grofe Bedeutung fiir die Mycelentwicklung von 
U. nuda neben dem Aneurin der Durchliiftung des Substrats zukommt, 
beweist ein Auswertungsversuch von Ustilago-Mycelien, die teils ohne, 
teils mit Vitaminzufuhr in verschieden hoher Nahrlésungsschicht 
gewachsen waren. Extrakte dieser Ustilago-Mycelien sowie die benutzte 
Nahrlésung wurden im Phycomyces-Test auf ihren Gehalt an Aneurin 
gepriift. Einen Uberblick iiber die erzielten Mycelgewichte, den Vitamin- 
gehalt der Mycelien und den Vitaminschwund in der Nahrlésung gibt 


die folgende Ubersicht. 


- Tabelle XI. Einflu&B der Luftzufuhr auf Mycelwachstum und 
Aneurinaufnahme von U. nuda. 


a Gefundenes Aneurin (iin Phycomyces-Test) 
Lee in Néhrlésung + Mycel 
Kulturbedingungen eo in der ge | a ot ee ee : - 
ae Nahrlosung i absolut aes 
Nabrlésung in flacher | ~ 0.033% | ~ 0,047 vy |~ 0,08 160 
Schicht + 0,05 y Aneurin | J 26,7 0,083 : y Resa 
Nahrlésung in hoher | 0:02 oe -0.07'9'| 2.0.09 90 
Schicht + 0,1 y Aneurin o 4 wer ates pee 
Nahrlésung in flacher | ~ 0,007 v | ~ 0,007 ie 
Schicht, ohne Aneurin 6,0 Spur 007 y 2 x, 
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Das Ergebnis des Versuches ist in mehrfacher Hinsicht bemerkens- 
wert. Nur wenn die Mycelfléckchen, wie es in sehr flacher Nahrlésungs- 
schicht geschieht, mit ihrer Oberfliche den Fliissigkeitsspiegel erreichen, 
vermag der Pilz optimale Mycelgewichte zu bilden; in tieferer Nahr- 
lésungsschicht erreicht trotz héheren Aneurinangebots das Mycelgewicht 
nur den Wert einer normalen Kontrollkultur in vitaminfreier Nahr- 
lésung. Die Vitaminaufnahme ist dabei offenbar in keiner Weise be- 
hindert, denn es findet sich in dem in hoher Nahrlésungsschicht kulti- 
vierten Mycel mehr Vitamin als in dem in flacher Schicht gewachsenen, 
Auffallend ist ferner die Tatsache, dafZ in der Gewichtseinheit des mit 
Vitaminzusatz in flacher Schicht gewachsenen Mycels kaum mehr 
Aneurin enthalten ist als in der Gewichtseinheit der Kontrollkultur. 
SchlieBlich ist hervorzuheben, daB in gebrauchter Nahrlésung + Mycel 
bei flacher Schicht wesentlich mehr Vitamin gefunden wurde, als ur- 
spriinglich zugesetzt war, wahrend sich bei tiefer Schicht die Werte 
ungefahr entsprechen. Diese Verhaltnisse miissen erst noch naher unter- 
sucht werden. Der Versuch wurde hier nur als Hinweis auf die Be- 
deutung der Sauerstoffzufuhr fiir die Mycelentwicklung. von U. nuda 
angefiihrt. Das groBe Sauerstoffbediirfnis von U. nuda und mehreren 
anderen Ustilago-Arten ist tibrigens bereits Herzberg (1895) bei seinen 
vergleichenden Untersuchungen iiber landwirtschaftlich wichtige 
Ustilago-Arten aufgefallen. 

DaB die giinstige Wirkung des Aneurins auf Entwicklung und 
Wachstum des Mycels von U. nuda nur in Gegenwart einer geeigneten 
Nahrlésung, insbesondere einer geeigneten Kohlenstoffquelle, in Er- 
scheinung treten kann, ist nicht verwunderlich. Bemerkenswert ist 
indessen das Verhalten des Pilzes in maltosehaltiger Nahrlésung. Wir 
haben gesehen, daB das Mycel von U. nuda in Nahrlésungen, die als 
C- Quelle Maltose enthalten, nach kurzer Zeit das vegetative Wachstum 
einstellt und Dauerstadien bildet, die wir als Maltosegemmen bezeichnet 
haben (Abb. 2, 8. 199). In extremen Fallen entstehen mehr oder weniger 
kugelige Gebilde, die den Eindruck erwecken, als ob sie die ersten 
Stadien der Brandsporenbildung darstellten. Eine einfache Uberlegung 
zeigt jedoch, da diese Gebilde nur zum Teil, namlich soweit sie der 
Mittelzelle eines Dreizellstadiums entsprechen, ein Kernpaar enthalten, 
im tbrigen aber monokaryotisch und haploid sind. Es kénnten also 
nur aus einzelnen dieser kugeligen Zellen diploide Brandsporen ent- 
stehen. Es ist deshalb auch durchaus fraglich, ob die von. Herzberg 
(1895) in kiinstlicher Kultur erhaltenen brandsporenahnlichen Gebilde 
wirklich den echten (diploiden) Brandsporen homolog sind, wie Liro 
(1924) annimmt. Die Voraussetzungen zur Bildung normaler Brand- 
sporen sind unter den Kulturbedingungen unserer Versuche offenbar 
nicht erfiillt ; immerhin verdienen die’ Beobachtungen iiber die Gemmen- 
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bildung in maltosehaltiger Nahrlésung im Hinblick auf das Problem 
der Brandsporenerzeugung in vitro Beachtung. 

Zusammenfassend kann gesagt werden, da das wesentlichste 
Ergebnis unserer Untersuchung zweifellos in der Feststellung der Be- 
deutung des Aneurins fiir die Mycelentwicklung und im besonderen fiir 
die Erhaltung der Dikaryophase von U. nuda liegt. Wenn dabei manche 
Fragen zunachst noch ungelést blieben und andere neu hinzukamen, so 
zeigt dies deutlich, daB-die Wirkstoffphysiologie von U. nuda einen 
recht verwickelten Fragenkomplex darstellt, von dessen restloser 
Klarung wir noch weit entfernt sind. 


Zusammenfassung. 


1. In Sporenaussaaten von U. nuda in rein synthetischen Nihr- 
lésungen treten Stérungen auf, wobei die Entwicklung je nach der 
gebotenen C-Quelle verschieden ist. Mit Glucose ist vor allem der 
Teilungs- und Verzweigungsvorgang der dikaryotischen Hyphen stark 
gestort, was zu duBerst charakteristischen Entwicklungsanomalien 
fiihrt (typisches Glucosebild, Abb. 3, 8. 201). In Gegenwart von Maltose 
ist das vegetative Wachstum der Hyphen gehemmt, es kommt sehr 
schnell zur Bildung mehr oder weniger gestreckter bis kugeliger Gemmen 
(typisches Maltosebild, Abb. 2, 8. 199). Mit anderen Kohlenstoffquellen 
folgt die Entwicklung einem dieser beiden Typen, soweit die betreffenden 
Verbindungen iiberhaupt assimilierbar sind und soweit es sich um 
chemisch reine Substanzen handelt. 

2. Fiir die normale Entwicklung des Paarkernmycels, insbesondere 
fiir die Stabilitét der Dikaryophase ist das Aneurin von ausschlag- 
gebender Bedeutung. Die in wirkstofffreier Nahrlésung auftretenden 
Stérungserscheinungen werden in Gegenwart einer fiir das vegetative 
Mycelwachstum giinstigen C-Quelle (z.B. Glucose) fast vollstandig 
behoben, wobei zugleich eine starke Steigerung der Trockensubstanz- 
bildung erfo'gt. In Kombination mit Maltose ist dagegen die Aneurin- 
wirkung nur gering. 

3. Von den Bestandteilen des Aneurinmolekiils besitzt das Pyri- 
midin die gleiche Wirkung wie das Gesamtmolekiil; Thiazol ist dagegen 
vollig unwirksam. U. nuda ist also — hinsichtlich des Vitaminbedarfs 
der Dikaryophase — ein typischer Pyrimidinorganismus. 

4, Verschiedene Entwicklungszustiinde bzw. die verschiedenen 
Kernphasen des Pilzes unterscheiden sich in ihrem Aneurinstoffwechsel 
weitgehend voneinander. 

5. Neben dem Aneurin ist vor allem noch die Sauerstoffzufuhr fiir 
die normale Entwicklung der Dikaryophase von Bedeutung; die Zu- 
sammensetzung des Substrats scheint dagegen — eine geeignete C- Quelle 
vorausgesetzt — keine wesentliche Rolle zu spielen. 
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6. Die Zellkerne der Hyphen — besonders der Paarkernhyphen — 
von U. nuda sind im allgemeinen vital sehr gut zu beobachten, was die 
Erkennung der Kernphase einzelner Hyphen auB8erordentlich erleichtert. 

7. Im Verlauf der Untersuchungen wurden mehrfach Mycellinien 
beobachtet, die auf Grund ihrer morphologischen Higeriech atta als_ 
diploid anzusprechen sind. 
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